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OZET

Osteoporoz, kemik mineral yogunlugunun (KMY) azalmasi ve kemik dokunun
mikromimari yapisinin bozulmasi ile karakterize multifaktoriyel bir hastaliktir.
Kemik mineral yogunlugunu etkileyen bir¢ok cevresel faktor olmasina ragmen son
yillarda yapilan calismalarda genetik yapinin osteoporoz patogenezindeki etkisi
tizerinde durulmustur. Kemik kiitlesi iizerine etkisi olan bircok aday genin varligi
rapor edilmistir. Ancak bu genlerin kemik kiitlesi lizerine olan etkisi ile birbirleri ve

cevresel etkenlerle olan etkilesimleri halen net degildir.

Bu calismada, 126 postmenopozal kadinda (kemik mineral yogunlugu
acisindan 30 normal, 46 osteopenik ve 50 osteoporotik) lomber omurga ve femur
boynu KMY degerleri ile ERa geni Pvull, Xbal polimorfizmleri ve COLIAI geni
Spl polimorfizmi arasindaki iligki arastirilmistir. Ayrica calismamizda bu
polimorfizmlere ait genotip ve alel frekanslarinin normal, osteopenik ve osteoporotik

olgulardaki dagilimi incelenmistir.

Calisma sonuglarimiza gore ERa geni Pvull polimorfizmi, pp genotip frekansi
acisindan normal olgular ile osteopenik ve osteoporotik olgular arasinda anlamli fark
bulundu. pp genotip frekansi, normal olgularda anlamh diizeyde diisiiktii. Yine ERa
geni Pvull polimorfizmine ait P ve p alel frekanslann degerlendirildiginde
osteoporotik olgularin p alel frekansi normal olgulardan anlamh diizeyde yiiksekti.
PP genotipine sahip olgularin lomber omurga ortalama KMY degeri, pp genotipli
olgularin lomber omurga ortalama KMY degerinden anlamh diizeyde yiiksekti.
Diger taraftan ERa geni Xbal polimorfizmi ile COLIAI geni Spl polimorfizminde
yapilan degerlendirmelerde gruplar arasinda KMY degerleri, genotip ve alel
frekanslar1 acisindan fark bulunmadi. Sonu¢ olarak, calisma grubumuzdaki
postmenopozal kadinlarda lomber omurga KMY degeri iizerine ERo geni Pvull

polimorfizminin etkili oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Osteoporoz, ERa geni, Pvull, Xbal, COLIAI geni, Spl,

polimorfizm



SUMMARY

Osteoporosis is a multifactorial disease characterized by a decrease in bone
mineral density (BMD) and micro-architectural deterioration of bone structure.
Although there are several environmental influences on BMD, a genetic contribution
to the pathogenesis of osteoroposis has recently been recognized. The existence of
many candidate genes which have effect on bone mass was reported. However, the
effect of these genes' on bone mass, the interaction among these genes and

interaction among these genes and enviromental effects are not presently clear.

In this study, the relationship among BMD values of lomber vertebra and
femoral neck, and ERo gene Pvull, Xbal polymorphisms and COLIAI gene Spl
polymorphism in 126 postmenopausal women (30 normal, 46 osteopenic and 50
osteoporotic in terms of bone mineral density) was researched. Besides, the
distribution of genotype and allele frequencies belonging to these polymorphisms in
normal, osteopenic and osteoporotic postmenopausal women was also evaluated in

this study.

According to our study results, significant difference was found in among
normal women, and osteopenic and osteoporotic women in terms of ERa gene Pvull
polymorphism pp genotype frequency. pp genotype frequency was significantly
lower in normal women. When P and p allele frequencies belonging to ERo gene
Pvull polymorphism were evaluated, it was observed that p allele frequency of
osteoporotic women was significantly higher than that of normal women. Lomber
vertebra average BMD value of women with PP genotype was significantly higher
than that of with pp genotype. On the other hand, in the evaluations on ERo gene
Xbal polymorphism and COLIAI gene Spl polymorphism, it was noted that there
was no difference in terms of BMD values, genotype and allele frequencies among
groups. In conclusion, it was designated that ERa gene Pvull polymorphism was

effective on lomber vertebra BMD value in postmenopausal women of our study

group.

Key Words: Osteoporosis, ERa gene, Pvull, Xbal, COLIAI gene, Spl,
polymorphism
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1. GIRIS VE AMAC

Osteoporoz, kemik kiitlesinde azalma, kemik dokusunda mikroyapisal bozulma
ile karakterize ve buna bagh olarak kemik kirilganliginda artis ile kirik olusumu
egilimine yol agan sistemik bir kemik hastaligidir (20). Osteoporoz karmasik bir
etiyolojiye sahip olup, genetik etkenlerin hormonal, cevresel ve besinsel faktorlerle

bicimlendigi multifaktoriyel bir hastaliktir (29).

Gliniimiizde osteoporozun, Onemli ve Onemi giin gegtikce artan saglik
problemlerinden biri oldugu diisiiniilmektedir. Populasyonun artan yasam siiresinden
dolay1 kadinlar ve erkeklerde osteoporotik Orneklerin sayisinin biiyiikk saglik
problemleri ile birlikte gelecekte artacagi diisiiniilmektedir. Bu nedenle,
osteoporozun engellenmesi ve tedavisi tiim iilkelerdeki saglik organizasyonlar igin

¢ok onemlidir (28).

Kemik kuvveti ve osteoporotik kirik riskinin major belirleyicisi kemik mineral
yogunlugu (KMY)’dur (94). Giiniimiizde osteoporozun erken tanisi, kirik riskinin
tahminine imkan veren KMY Oolctimleri ile konulmaktadir. Ancak KMY olciim
yontemlerinin cesitli dezavantajlart nedeniyle, osteoporotik ya da osteoporoz riski
tasiyan bireylerin belirlenmesinde alternatif yaklasimlar giindeme gelmistir. Bu
yaklagimlardan biri de molekiiler genetik yontemlerinin osteoporozun erken tanisi

icin diger tan1 yontemleri ile birlikte kullanimidir.

Molekiiler genetik alanindaki ilerlemeler sonucunda osteoporozun genetik
temelinin daha iyi anlagilabilmesi ve osteoporoz gelisiminde Onemli oldugu
diisiiniilen aday genlerin ve bu genlere ait polimorfizmlerin belirlenmesi miimkiin
olmustur. Bu aday genlerden biri olan Gstrojen reseptor alfa (ER@) geni kromozom
6q25-27"de lokalize olup 140 kb uzunlugundadir (32). ER« geni, niikleer reseptor
siiper ailesine ait ve ligand-aktiviteli transkripsiyon faktorii olan Ostrojen reseptor
alfay1 kodlamaktadir. ERo, kemikte Ostrojenin etki etmesine aracilik eden baslica
reseptor olup, kemik turnovermin diizenlenmesinde ve kemik kiitlesinin

korunmasinda 6nemli bir etkiye sahiptir (29). Bu nedenle, ERo’’y1 kodlayan gendeki



polimorfizmler ile KMY degerleri arasindaki iliskinin belirlenmesine yonelik cesitli
caligmalar yapilmistir. Yapilan bazi calismalarda, ER« geni Pvull ve Xbal
polimorfizmleri ile KMY arasinda iliski bulunurken, bazilarinda ilgki bulunmamistir

4, 70).

Bir diger aday gen olan kollajen tip I alfa 1 (COLIAI) geni kromozom 17q21-
22’de lokalize olup, 18 kb uzunlugundadir (51). COLIAI geni, tip I kollajenin ot1(I)
zincirini kodlamaktadir (18). Yapilan baz1 c¢alismalarda COLIAI geni Spl
polimorfizmi ile KMY arasinda iliski bulunmustur (24, 91). Fakat bu iligki tiim

populasyon ¢alismalarinda gozlenmemistir (5, 37)

Bugiine kadar cesitli populasyonlarda ERa ve COLIAI gen polimorfizmleri ile
KMY arasindaki iliskiyi arastirmak icin yapilan calismalarda farkli sonuclar elde
edilmistir. Bu nedenle, bu konuya iliskin daha bircok arastirma yapilarak bu
polimorfizmlerin KMY iizerine olan etkilerinin daha iyi anlagilmasi miimkiin
olacaktir. Nitekim yapilan literatiir taramasinda iilkemizde de osteoporoz aday
genlerinden bir kismu (VDR, CTR, TGF-pI, COLIAI) ile ilgili caligmalar
bulunmaktadir (47, 86, 95).

Bu tez calismasinda, postmenopozal kadinlarda lomber omurga ve femur
boynu kemik mineral yogunluklar1 ile ERa geni Pvull, Xbal polimorfizmleri ve
COLIAI geni Spl polimorfizmleri arasindaki iliskinin arastirilmasi amaglanmistir.
ERa geni Pvull, Xbal ve COLIAI geni Spl polimorfizmlerinin birlikte
degerlendirildigi ilk calisma oOzelligini tasiyan bu calismanin verileri, bu
polimorfizmlerle KMY arasindaki iliski agisindan iilkemiz populasyonuna iliskin
yeni bilgilerin elde edilmesini saglayacaktir. Ayrica ¢alismamizda es zamanli PCR
yontemi ilk kez COLIAI geni Spl polimorfizmine ait genotipleme g¢aligmasi igin

kullanilmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik Doku

Kemik doku, yetiskin iskeletinin en énemli yap1 tasin1 olusturur. ki tip kemik
vardir. Bunlar:

a) Trabekiiler (kanselloz -gevsek)

b) Kortikal (kompakt -sert, sik1) kemik seklindedir.

Kortikal kemik mekanik ve koruyucu bir fonksiyon iistlenirken, trabekiiler
kemik metabolik fonksiyondan sorumludur. Toplam iskelet kiitlesinin %801 kortikal
kemikten olusmaktadir. Bu yap1 kemige sertlik kazandirir. Trabekiiler kemik ise tim
kemik kiitlesinin %20’sini olusturur. Siinger goriiniimiindedir. Bu goriiniimii ile
kortikal kemige gii¢ ve elastisite saglar. Trabekiiler kemik oldukca genis bir yiizeye
sahiptir ve kemigin metabolik olarak en aktif kismidir. Osteoporozun trabekiiler
bolgelerde daha fazla ve erken meydana gelmesinin nedenlerinden biri de bu

aktivitedir (3, 6).

2.1.1. Yapis1 ve Organizasyonu

Kemik dokusu, agirliginin %70’ini minerallerin, %5-8’ini suyun, geri kalanim
da organik matriksin ve kemik hiicrelerinin olusturdugu 6zel bir bag dokusudur (30,
88). Mineral kisminin %95’1 spesifik bir kristal olan hidroksiapatitden; organik
matriksin %901 tip I kollajen, geri kalan1 da nonkollajen proteinlerden olugsmaktadir

(88).

2.1.1.1. Organik Matriks

Kemigin organik matriksi kemigin yapilanmasi ve yeniden yapilanmasinin
belirleyicisidir. Kemige mekanik ve biyokimyasal 06zelliklerini verir. Kemik
matriksinin %901 tip I kollajenden, %10’u ise nonkollajen proteinlerden meydana

gelmektedir (88).



2.1.1.2. Kemigin Mineral Yapisi

Kemik doku esansiyel minerallerin bir deposunu saglar. Kemigin en onemli
inorganik bileseni kemik kiitlesinin %70’ini olusturur ve viicut kalsiyumunun
%98’ini depolayan c¢oziinmeyen bir kristal olan hidroksiapatitten olusur. Bu mineral
baslangigcta organik matrikste kalsiyam fosfat tuzlar seklinde depolanir ve daha
sonra apatit kristallerine doniistiiriiliir. Kemik apatiti saf halde olmayip igeriginde
degisen miktarlarda karbonat, magnezyum, floriir, sodyum ve potasyum bulunur.
Nitekim viicut fosforunun %85’i, sodyum ve magnezyumunun %40-60’1 kemik
kristallerinde bulunur. Bu mineraller, kemik yikimi siirecinde kemik matriksinden

serbest birakilir ve kemik mineralizasyonu esnasinda kemik matriksine katilir (6, 88).

2.1.1.3. Kemik Hiicreleri

Kemik hiicreleri osteosit, osteoblast ve osteoklastlardir.

Osteositler

Osteoblastlar mineralize matriks icinde kaldiklarinda fonksiyonlar1 ve
morfolojik ozellikleri degisir ve osteosit adimi alirlar. Osteositler kemik hiicreleri
icinde sayilar1 en fazla olan hiicrelerdir. Kortikal kemik maddesinin i¢inde, lakuna
olarak adlandirnlan kiigiilk bosluklarda yer alir. Lakunalar kanalikiiller olarak
adlandirilan bir kanallar ag ile birbirlerine baghdir. Oksijen ve besinler osteositlere
bu kanallar aracihi@ ile ulagir. Osteositlerin  yeni kemik matriksini

sentezleyebildikleri gosterilmistir (3, 6).

Osteblastlar

Osteoblastlar, mezensimal orijinli osteoprogenitor hiicrelerden kaynaklanirlar.

Matriks iceriginin tiretiminden sorumlu hiicreler olup, tip I kollajen sentezleme ve

mineralizasyonu diizenleme yetenekleri vardir (3).



Osteoklastlar
Osteoklastlar, kemik rezorpsiyonundan sorumlu ¢ok nukleuslu dev hiicrelerdir.
Koken aldigi hiicre tam bilinmemekle beraber monosit / makrofaj ailesinin bir

tiyesidir (3).

2.1.2. Kemigin Yapilanmasi ve Yeniden Yapilanmasi

Kemik, yapilanma ve yeniden yapilanma adi verilen iki islem sonucu siirekli
bir dongii durumundadir. Yapilanma c¢ocukluk doneminin bir 6zelligidir, iskelet
biiyiir ve sekillenir. Iskelet biiyiimesi tamamlaninca déngii esas olarak yeniden

yapilanma 6zelligi gosterir (22).

2.1.2.1. Kemigin Yapilanmasi

Kemik yikim ve yapim olay1r hayat boyu devam eder, iskelet dokusunun
biiytimesi siiresince bu iglemler daha hizli olusur. Biiylime, metabolik aktivitenin
daha cok yapim tarafinda kalmasinin bir sonucudur. Buna “kemigin yapilanmasi”

denir. Biiylime sadece gelisen iskelette olur ve bilylime plagi kapaninca durur (3).

Kemik dokusu, osteoblastlarin salgiladiklar1 matriksin dogrudan dogruya
mineralizasyonu (intramembran6z kemiklesme) veya daha 6nceden varolan kikirdak
matriks iizerine kemik matriksinin ¢okiisii (endokondral kemiklesme) ile sekillenir.
Her iki yolla da ilk ortaya cikan kemik dokusu primer (olgunlagsmamis) kemik
dokusudur. Primer kemik dokusu gecicidir ve kisa bir siire sonra yerini sekonder

(olgun) kemik dokusu alir (3).

2.1.2.2. Kemigin Yeniden Yapilanmasi

Iskelet gelisimi ve biiyiimesi intra uterin dénemde baslar (6). Kemigin yeniden
yapilanmas1 biiyiime boyunca ve yetiskin hayatinda meydana gelen onemli bir

siirectir (100). Yetiskinlerde normal yapinin korunmasi ve kemik iizerine uygulanan



degisik mekanik giiclere kemigin adapte olabilmesi i¢in kemik dokuda yikim
(rezorpsiyon) ve yapim (formasyon) olaylart dengeli bir sekilde devam eder ki buna
“kemigin yeniden yapilanmas1” denir (3). Kemik yikan ve yapan hiicrelerin yeniden

yapilanma siirecinde birlikte calismasina ise “coupling olay1” denir (88).

2.2. Osteoporoz

2.2.1. Tanimi ve Simiflandiriimasi

[k kez 19. yiizyil baslarinda osteoporoz kelimesi kullanilmaya baslanmustir.
Bu yillarda ayrintili inceleme teknikleri olmadigindan “stingersi, gdzenekli kemik”
anlamina gelen osteoporoz, radyolojik gozlemlere gore degil, patolojik gozlemlere

gore verilmis bir isim olup bundan sonra bu isim kabul edilmistir (66).

Gelismis iilkelerdeki en yaygin metabolik kemik hastalifi olan osteoporoz;
diisiik kemik kiitlesi ve kemik dokunun mikromimarisinin bozulmasina bagh olarak
kemik kirilganhi§inin artist ve non-travmatik kiriklara yatkinlikla karakterize

sistemik bir iskelet hastaligidir (20).

Osteoblastik kemik yapimi ve osteoklastik kemik yikimi siireglerinin hayat
boyu devam ettigi kemik, metabolik olarak oldukca aktif bir dokudur. Osteoblast ve
osteoklastlarin etkisiyle normal bir kemik yapinin siirdiiriilmesi saglanir. Kemik
homeostazinin kaybr kemik kiitlesinin azalmasiyla sonuglanabilir. Bu durum kemik

mineralizasyonunda bir defekte veya osteoporoza yol acar (28).

Osteoporoz farkl kriterler dikkate aliarak siiflandirilmis ve bu siniflandirma
Tablo 2.2.1.1°de verilmistir. Osteoporoz, etiyolojisine gore primer ve sekonder
olmak iizere iki gruba ayrilir (Tablo 2.2.1.2). Primer osteoporoz grubunda
postmenopozal (Tip 1), senil (Tip 2) ve idiyopatik juvenil osteoporoz yer almaktadir.
Sekonder osteoporoz ise altta yatan birgok hastalik ya da olaya sekonder olarak

gelismektedir (36).



Tablo 2.2.1.1: Farkli kriterlere gore osteoporoz siniflandirmasi

Kriter Osteoporoz Smiflandirmasi

Juvenil
Yas Adult

Senil

Primer
Sekonder
Genel
Bolgesel
Trabekiiler
Kortikal

Hizli turnoverh

Etiyolojisi

Lokalizasyonu

Tutulan kemik dokusu

Histolojik goriiniimii
Yavas turnoverl

2.2.1.1. Primer Osteoporoz

Primer osteoporoz bir hastaligin sonucu olmayip, kendi i¢inde ii¢ grupta

incelenir. (30).

a) Postmenopozal Osteoporoz (Tip I)

Kadinlarda postmenopozal osteoporoz, menopozdan sonra 15-20 yil icinde
goriilmektedir. Menopozdan sonra kadinlar dstrojen eksikligine bagh olarak hizli bir
sekilde trabekiiler kemik kaybina ugrarlar. Menopozdan sonraki 5 yil i¢inde ortalama
yilik %3 oraninda kemik kaybi oldugu kabul edilmektedir. Postmenopozal
kadinlarda menopoza girmemis yasitlarina gore 3 kat daha hizli trabekiiler kemik
kayb1 goriilmektedir, buna karsilik kortikal kemik kaybi hafifce artmistir. En 6nemli
klinik bulgular omurga, kalca ve distal on kol kiriklaridir. Ayrica perialveolar kemik
kaybimin artmasia bagh dis kayb1 da oldukc¢a sik goriilir. Kemik kaybinin hizi
menopoz donemindeki pik kemik yogunlugu ve risk faktorlerine gore degismektedir

(87).



Tablo 2.2.1.2: Osteoporoz siniflamasi

L. Primer Osteoporoz
1. Tip 1 (Postmenopozal)
2. Tip 2 (Senil)

3. Idivopatik Jiivenil Tip

I1. Sekonder Osteoporoz

1. Endokrin Nedenler 4. Fonksivonel Nedenler

Cushing Hastalig1 Immobilizasyon

Addison Hastalig1 5. Beslenme

Hipogonadizm Kalsiyvum Eksikligi

Anoreksia Nervoza Protein Eksikligi

Hipertiroidi 6. Malign Hastahklar

Hipotiroidi Multipl Myelom

Hiperparatiroidizm Sistemik Mastositozis

Egzersiz Amenoresi Lenfoma

Diabetes Mellitus Losemi

Gebelik Yaygin Karsinom

2. Gastrointestinal 7. lla¢ Kullanimi

Malabsorbsiyon Kortikosteroidler

Agir Malnutrisyon Heparin

Subtotal Gastrektomi Antikonviilsanlar

Primer Bilier Siroz Immunsupresifler

Kronik Tikayici Sarilik Alkol

3. Bag Dokusu Metotreksat

Romatoid Artrit 8. Kronik Hastaliklar

Osteogenezis Imperfekta Kronik Bobrek

Ehlers-Danlos Sendromu Kronik Karaciger
KOAH

Marfan Sendromu
Homosistiniiri

Ostrojenin kemik yikimina neden olan sitokinleri inhibe ettigi, diger taraftan da
kemik yapiminda rolleri olan sitokinleri arttirdigir diisiiniilmektedir (76).
Postmenopozal osteoporozda &strojen hormonunun azalmasina bagli olarak, kemik
yikimini uyaran interlokin-1, interlokin-6 ve tiimor nekroz faktdr-o seviyesi yiikselir.
Boylece kemik yikimi artar ve kanda kalsiyum seviyesi hizla yiikselerek idrarla fazla
miktarda kalsiyum kaybedilmeye baslar. Kanda artan kalsiyum, paratiroid hormon
(PTH) sekresyonunun azalmasina, PTH sekresyonunun azalmasi da 1,25-(OH),D3
yapiminin azalmasina neden olur. Azalmig 1,25-(OH),D; nedeniyle kalsiyum emilimi
bozulur ve bu durum kemik kaybinin artmasina neden olur (30, 39, 60, 88) (Sekil

2.2.1.1.1).
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Sekil 2.2.1.1.1: Ostrojen eksikliginin kemik yikimi ve kalsiyum emilimi iizerine

etkisi (Gokge-Kutsal Y., Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon, 2000’ den alinmustir).

b) Senil Osteoporoz (Tip 1I)

Yasla iligkili kemik kaybi, gdzenekli olan kortikal kemik dokunun kaybi ve
trabekiilalarin incelmesi ile sonuclanan senil osteoporoza sebep olur. Senil
osteoporoz, 70 yas iizerindeki her iki cinsi de etkiler (45). Bu durum, hem trabekiiler

hem de kortikal kemikleri (6zellikle femur boynu) kiriklara yatkin hale getirir (28).

Tip I ve Tip Il osteoporoz arasinda c¢akismalar olmakla birlikte, klinik

goriiniimleri ve etiyopatogenezleri farklidir (Tablo 2.2.1.1.1).

¢) idiyopatik Jiivenil Tip Osteoporoz

Idiyopatik juvenil tip osteoporoz, tipik olarak puberte oncesinde goriilmekle
birlikte 6zellikle hizli bilyiime doneminde olan gen¢ cocuklarda olabilen ¢ok sik
goriilmeyen klinik bir durumdur. Baslangi¢ yasi ortalama 8—14 olan bu osteoporoz
formunun en 6nemli 6zelligi 2—4 yil icinde kendiliginden iyilesme gostermesidir

(45).



Tablo 2.2.1.1.1: Tip I ve II osteoporozun karsilagtirilmasi

Tip I Osteoporoz Tip II Osteoporoz
Yas 51-75 75 yas tizeri
Kadm : Erkek 6:1 2:1
Tutulan kemik dokusu Trabekiiler Kortikal + Trabekiiler
Kirik lokalizasyonu Omurga, el bilegi Kalga, pelvis, tibia, humerus iist ucu
Muhtemel etiyopatogenez Ostrojen azlig1 Yaslanma
Kemik kaybi Hizlh Yavas
PTH fonksiyonu Azalmig Artmig
Kalsiyum emilimi Azalmig Azalmig
Vit. D metabolizmasi Ikincil azalmis Birincil azalmis
Temel nedenler Menopoz ile iligkili faktorler ~ Yaslanma ile iliskili faktorler

2.2.1.2. Sekonder Osteoporoz

Kemik kaybindan sorumlu olabilecek sistemik hastaliklarin  varligi,
immobilizasyon, zararli aligkanliklar veya bazi ilaglar gibi risk faktorleri nedeniyle

olusan osteoporoz tipidir (28, 30).

2.2.2. Epidemivolojisi

Giiniimiizde osteoporoz; artan morbidite, mortalite, bireylerin hastanede
bakima ihtiya¢ duymalar1 ve bagimsiz olarak yagamlarini siirdiirememeleri nedeniyle
tim diinyada temel bir saglik problemi haline gelmistir. En yaygin klinik sonucu

kalca, omurga ve 6n kol kiriklaridir (58).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) degerlendirmelerine gore osteoporoz diinyadaki
postmenopozal donemdeki kadinlarin %30’unu etkileyen bir saglik sorunudur ve bu
sorun kirik olusmasi acisindan belirgin olciide risk artis1 yaratmaktadir. Oyle ki
kadinlar arasinda tiim yasamlari boyunca osteoporoza bagl kirik meydana gelme
riski %40’a yakinken, bu risk erkeklerde %13’tiir (94). Yaklasik olarak tiim

kadinlarin %50’sinin 80 yaslarinda osteoporoz olacag diisiiniilmektedir. Aksine 50
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yasindaki beyaz erkekler kalca kiriklar i¢in yaklasik %6 ve geri kalan yasaminda
herhangi bir osteoporotik kirik i¢in %16-25 riske sahiptir (9).

ABD’de yapilan bir ¢alismada menopoz Oncesinde, omurgadan kemik kaybi
yilda %0.2 olarak tespit edilmistir. Menopozdan sonraki ilk 5 yilda, kadinlarda
kemik kayb1 oran1 %5-10 kat artar ve yasli kadinlarda kemik kaybi orami yillik
%0.75 azalir. Osteoporotik kiriklarin sikligr yasla birlikte artar ve beyaz 1rkta siyah
irka gore daha yliksektir. Beyaz irktan kadinlarda iilkelere gore degismekle beraber
yasamlar1 boyunca osteoporoza baglh en az bir kirik olugmaktadir ki beyaz irkta 50
yasin iizerindeki bir kadinin hayatinda en az bir major kirik gelisme riski %50 gibi

yiiksek bir rakamdir (28, 60).

2.2.3. Tanis1

Osteoporozun tanisinda klinik, laboratuar ve radyolojik bulgular ile KMY

Olctimii sonuglar dikkate alinir.

2.2.3.1. Kemik Mineral Yogunlugu (KMY) ve Olciimii

Giiniimiizde iskelet sisteminin farkli bolgelerindeki kemik kiitlesinin,
yogunlugunun ve mineral igeriginin ortaya konmast icin birgcok yoOntem
gelistirilmistir. Kemik yogunlugu aslinda kemik fizyolojisinin Onemli bir
gostergesidir. Bu nedenle, kemik mimarisi, geometrisi gibi kemik kirilganligin
etkileyebilecek diger faktorleri gostermemekle birlikte KMY o6l¢iimii kemik kuvveti

ve kirik riskini tahmin etmede oldukga faydali bir yontemdir (69).

Kemik mineral yogunlugu ol¢iimlerinde kullanilan teknikler sunlardir: (Tablo
2.2.3.1.1). Osteoporoz tanisinda, KMY ol¢limiine dayanan bir siniflama ilk kez
WHO tarafindan 1994 yilinda gelistirilmistir. 1996 Diinya Osteoporoz Kongresi’'nde
(Amsterdam), WHO tami kriterleri kullanilarak osteoporoz ¢ift enerjili X 111
absorbsiyometrisi (DEXA) ile elde edilen degerlere ve kirik varligina gore yeniden
tanimlanmis ve tiim diinyada bu ortak tanim kullanilmaya baglanmistir (90, 94). Bu

yontemde, iki karsilagtirma parametresi kullanilmaktadir. Bunlardan Z skorlamasi,
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Olctim bolgesinin kemik mineral yogunlugu degerleri ile aym yas ve cinsiyetteki
normal populasyonun ortalama degerinin standart sapma (SD) cinsinden hesaplanan
miktar1 arasindaki farki gosterir. Yas ve cinsiyete gore belirlenen ortalama Z degeri

sifirdir. Buna goére bulunan degerler + veya — olabilir.

Tablo 2.2.3.1.1: Kemik mineral yogunlugu dl¢iim yontemleri

Radyografik Yontemler

Konvansiyonel radyografiler

Radyografimetri

Fotodansitometri (Radyografik absorbsiyometri)
Tek enerji kantatif kompiiterize tomogrofi

Cift enerji kantatif kompiiterize tomogrofi
Periferik enerji kantatif kompiiterize tomogrofi

Dansitometrik yontemler

Tek foton absorbsiyometri (SPA)

Cift foton absorbsiyometri (DPA)

Tek enerjili X 151n1 absorbsiyometrisi (SXA)
Cift enerjili X 1511 absorbsiyometrisi (DEXA)
Kompiiterize dijital absorbsiyometri

Diger Tam Yontemleri

Kantitatif ultrasonografi

Notron aktivasyon analizi
Magnetik rezonans goriintriileme
Skening slit fluografi

Diger karsilagtirma parametresi ise T skorlamasidir. Bu skorlama 20-35 yas
aras1 belirli bir cins ve irktaki normal populasyonun standart sapma (SD) cinsinden
degerini yansitir (16). Bu degerlere gore —2.5 SD’lik bir deger, kirik esigi olarak
kabul edilir ve bu degerlere gore 4 asamali bir tanisal siniflandirma 6nerilmistir (94).
Buna gore:

Normal: KMY’nin yetiskin ortalamasina goére —1 SD’nin altinda olmasidir
(T skoru > —1).

Osteopeni (Diisiik Kemik Kiitlesi): KMY nin geng yetiskin ortalamasina gore
—1 SD ve —2.5 SD arasinda olmasidir (—1 > T skoru > -2.5).

Osteoporoz: KMY’nin geng yetiskin ortalamasina gore —2.5 SD’nin altinda

olmasidir (T skoru < —2.5).
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Ciddi (Yerlesmis) Osteoporoz: KMY’ nin gen¢ yetiskin ortalamasina gore
—2.5 SD’nin altinda olmasi ve bir veya daha fazla osteoporotik kirik varligidir

(T skoru < -2.5).

2.2.4. Patogenez

Osteoporozun patogenezinde ii¢ faktor dikkate alinmaktadir. Bunlar:
1. Pik kemik kiitlesi,
2. Kemik yapim—yikim dongiisii (turnover hizi),

3. Kemigin organik matriksinde meydana gelen degisikliklerdir.

Yetiskinde kemik kiitlesi iskelet gelisimi sirasinda ulasilan en fazla kemik
miktart olan pik kemik kiitlesine ve yasamin daha sonraki donemlerinde meydana

gelen kemik yikim derecesine baglidir (30).

Kemik kiitlesi dogumdan sonra artmaya baglar ve kadinlarda 25-35 yas,
erkeklerde ise 35—40 yaslarinda en yiiksek deger olan pik kemik kiitlesine ulasilir
(60). Bu donemden sonra ise yavas kemik kaybi baslar. Erkekler tiim yasamlan
boyunca kemik mineralinin %20-30’unu yitirirler. Kadinlarda ise bu siire¢ daha

erken baslayip menopoz sonrasi hizlanir, kayip %45-50’dir. (44).

Kemik kiitlesi erkeklerde kadinlara gore daha fazladir. Kadinlarda
postmenopozal donemde kemik kaybi hizlanir; 5-15 yil siirer ve bu nedenle

osteoporoza bagh kiriklar en fazla kadinlarda goriiliir (60).

Kemik kiitlesinin temel belirleyicisi genetik etkenlerdir. Ancak uygun
kalsiyum alimiyla birlikte dengeli beslenme, egzersiz, normal pubertal gelisim, genel

saglik durumunun iyi olmasi da pik kemik kiitlesinin belirleyicisidir (88).
Tiim hayat boyunca kemikte siirekli bir yapilma—yikilma (turnover) vardir.

Bunun sonucunda kemikte yeniden yapilanma meydana gelir. Osteoporoz ya yeni

kemik yapiminda bir duraklama ya da kemik yikiminda artma sonucunda ortaya
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cikar. Menopozda hizli kemik kaybinin asil nedeni Ostrojen eksikligidir. Normal bir
kadinda oOstrojen PTH’nin kemikler iizerindeki yikim etkisini diizenleyerek,
barsaklardan kalsiyum emilimini arttirir. Menopoz déneminde Ostrojen eksikligine
bagh olarak kalsiyum emilimi azalacagindan, kalsiyum dengesi bozulur ve kemik
yikim1 %85; kemik yapimi %45 oraninda artar ve trabekiiler kemikte net bir kayip
olur. Trabekiiler kemikteki yikim, kemik mikromimarisinde geri doniisiimsiiz hasara
neden olur. Kortikal kemikte ise yasa bagh siirekli bir kayip vardir ve bu kayip

menopozla beraber biraz artma gosterir (88).

2.2.5. Risk Faktorleri

Osteoporoz ve osteoporotik kirik gelisiminde cesitli risk faktorleri mevcuttur.
Kemik mineral yogunlugunun diisiik olmasi, osteoporotik kirik olusmasi acisindan
onemli bir risk faktorii oldugu gibi, KMY’ nin diisilk olmasina neden olan risk
faktorleri de mevcuttur. Genel olarak bu risk faktorleri; yas, irk, genetik, hormonal,

beslenme, yasam tarzi faktorleri, cesitli ilaglar ve hastaliklar olarak siralanabilir (72).

2.2.5.1. Genetik Faktorler

Son yillarda ikiz ve aile calismalarinda osteoporozun giiclii bir genetik
komponentinin oldugu ve genetik faktorlerin KMY’yi diizenlemede 6nemli bir rol

oynadig1 gosterilmistir (11, 92).

Osteoporozun tek gen mutasyonlarindan dolayr Mendeliyen kaliim kalibinda
kalitilabildigi birka¢ durum disinda vakalarin cogunda genetik etkenlerin, hormonal,
cevresel ve beslenme faktorleri tarafindan diizenlendigi multifaktoriyel bir hastalik

oldugu diistiniilmektedir (Sekil 2.2.5.1.1) (28).
Osteoporozun molekiiler temeli heniiz aydmlatilamamistir. Multifaktoriyel

olmasinin yaninda yapilan calismalarda genetik faktorlerin kemik fenotipindeki

degisikliklerin %70-80’inden sorumlu oldugu gosterilmistir (83).
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Sekil 2.2.5.1.1: Osteoporotik kirik riskinde genetik etkenler ve cevresel faktorlerin

etkilesimi (Zajickova K et al., Endocr Regul, 2003’den alinmistir).

Hastaligin genetik temeli iizerine yapilan ¢alismalar osteoporozla iliskili ¢cok
sayida aday gen oldugunu gostermistir (98) (Tablo 2.2.5.1.1). Bu aday genlerden tip
I kollajen genlerindeki (COLIAI, COLIA2) mutasyonlarin osteogenezis
imperfektaya (OI) neden oldugu bilinmektedir (14). Nitekim osteoporoz ve OI
arasindaki fenotip benzerligi nedeniyle bu genlerin osteoporozda da rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir (83). Yine steroid hormonlar kemik hiicresi
gelisiminde ve normal kemik yapisinin korunmasinda 6énemli rol oynar. Bu nedenle,
steroid / tiroid hormon reseptdr siiperailesini (Ostrojen reseptdr alfa “ERa” ve
Vitamin D reseptorii “VDR” gibi) kodlayan genlerdeki polimorfizmler son yillarda

ayritilariyla arastirilmakta ve dnemli aday genler ortaya konulmaktadir (28).

Osteoporozla ilgili genetik calismalarin ¢ogunda gen polimorfizmi ve KMY
iligkisi arastirilmistir (83). KMY, osteoporotik kirik riskinin en 6nemli
belirleyicisidir. KMY degerinin %60-80’1 genetik faktorler, %20-40’1 cevresel

faktorler tarafindan belirlenir (59).

Osteoporoz patogenezine genetik etkenlerin katkis1 hala tam olarak
bilinmemektedir. Gelecekte yapilacak olan calismalardaki Onemli bir amag; bu
etkenlerin fonksiyonel molekiiler sonug¢larmi tamimlamak, birbirleriyle ve

osteoporotik fenotipe sebep olan ¢evre ile nasil bir etkilesim i¢cinde olduklarini ortaya
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koymak olacaktir. Osteoporozdaki genetik calismalarin bir diger sonucu da
farmakogenetik c¢alismalar olmustur. Bu sayede osteoporozu tedavi etmek igin
yaygin olarak kullanilan teropotik ajanlarin  kullammminda yeni uygulamalar

yapilabilmesi veya yeni teropétik ajanlar i¢in hedef molekiilleri belirlemek miimkiin

olacaktir (28).

Tablo 2.2.5.1.1: Baz1 osteoporoz aday genleri ve kromozomal lokalizasyonlari

Kategori Aday Gen Krom.o zomal Polimorfizm Protein
Lokalizasyon
VDR 12q13 Fokl, Bsml, Apal, Vitamin D reseptorii
Taql
Pvull-Xbal (intron 1)
Kalsiyum Metabolizmasi ERc 6q25-27 TA tekrar1 Ostrojen reseptorii o
Hormon ve (promotor)
Reseptorleri ERpS 14923 CA tekrari (18-32) Ostrojen reseptorii 3
PTH 11pl5 BstB1 Paratiroid hormon
CTR 7q21.3 Alul, Taql Kalsitonin reseptorii
713-delC (intron 4), Transforme edici
TGF-pI 19q13 C/T (ekzon 5), T/C biiyiime faktori 1
(ekzon 1) yu
Sitokinler, Biiyiime CA tekrart Insiilin benzeri
Faktorleri ve Reseptorleri [GF-1 12q22-24 (promotor) biiyiime faktorii
AT tekrari, G/C
IL-6 7p21 (promotor), CA Interlokin-6
tekrar (13-18)
COLIAI 17q21-22 Spl (intron 1) Kollajen tip 1al
COLIA2 7q22 Pvull Kollajen tip 102
Kemik Matriksi BGILAP 1925 HindIIL, C/T Osteokalsin
(promotor)
AHSG 3q27 églEs)G” AHSG2 02HS Glikoprotein

2.3. (")strojen

Ostrojen, biiyiime, farklilasma ve iireme sistemi dokularinin fonksiyonlar:

tizerine etkili bir steroid hormondur (74).

Gebe olmayan normal bir kadinda, Ostrojen biiyliik miktarlarda yalniz

overlerden, kiiciik miktarlarda da adrenal korteksden salgilanir. Gebelikte ise ¢ok
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biiyiik miktarlarda plasentadan salgilanir. Kadin plazmasinda 6nemli miktarlarda
bulunan ii¢ tip Ostrojen 17PB-6stradiol, Ostron ve 6Ostriol olup; 18 karbonlu

steroidlerdir (33).

Salgilanan baslica Ostrojen olan 17B-6stradiol, dolagimda Ostron ile denge
halindedir. Ostron, daha sonra ostriole doniisiir. Bu doniisiimiin biiyiik bir kismi
karacigerde gerceklesir. Bu ii¢ Ostrojen i¢inde etkisi en kuvvetli olan 17B-6stradiol,
en zayif olam ise Ostrioldiir. Dolasimdaki stradioliin %?2’si serbesttir. Kalan1 ise
%601 albiimine, %38’i testosteronu da baglayan gonadal steroid-baglayici globuline

olmak tizere proteinlere baglidir (27).

Ostrojen kemik yogunlugunun korunmasinda ve osteoporoza kars: korunmada
onemli roller oynar (74). Postmenopozal donemdeki kadinlarda Ostrojen eksikligi,
osteoporoz patogenezinde onemlidir. Menopoz sonrasinda, overlerden hemen hemen
hi¢ Ostrojen salgilanmaz. Bu donemde kemigin yeniden yapilanmasi artar. Bu artigin
hem osteoblast hem de osteklast iiretimindeki artisa ve fonksiyonel yagam siiresinin
osteoklast icin uzarken, osteoblast icin kisalmasi sonucu kemik yikim—yapim

dengesinin bozulmasina bagh oldugu diisiiniilmektedir (33).

Ozetle 6strojen eksikligine bagli olarak;

1. Kemiklerde osteoblastik aktivite azalir.

2. Kemik matriksi azalir.

3. Kemiklerde kalsiyum ve fosfor birikimi azalir. Bazi1 kadinlarda bu etki, son
derece ciddi boyutlardadir ve osteoporozla sonuglanir. Bu olay, kemikleri ¢ok
zayiflatarak kiriklara, Ozellikle omurga kiriklarina yol acar. Bu nedenle,
postmenopozal dénemde, kadinlarin ¢ogunlugu oOstrojenle desteklenerek tedavi

edilmektedir (33).

2.3.1. Ostrojen Reseptorii

Ostrojen reseptorii; ligand bagimli transkripsiyon faktorlerinin siiper ailesine

ait olup, bir niikleer hormon reseptoriidiir. Bugiine kadar ERa ve ERp olmak {iizere
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iki farkli cesidi tanimlanmistir (29). ERa, 66 kDa molekiiler agirlikta olup, 595
amino asit icerir (32). ERP ise ERa’dan daha kisa olup, 54 kDa molekiiler agirlikta

ve 530 amino asitten olusur (52).

ERa ve ERP, niikleer reseptor siiper ailesinin yapisal 6zelliklerini gosterirler.
Buna gore, ER’lerin yapisinda N terminalden C terminale dogru A-F seklinde

adlandirilan 6 fonksiyonel domain bulunur (55) (Sekil 2.3.1.1).

DED HED
i AB C D E

1 595

ER B
1 530

Sekil 2.3.1.1: ERa and ERP proteinlerinin yapist ve fonksiyonel domainleri.

DBD-DNA'’ya baglanan domain, HBD—hormon baglayan domain (Osborne CK., J Clin
Oncol, 2000’den alinmustir).

ERa ve ERP arasinda DNA’ya baglanan domain (DBD/C) %95 ve hormon
baglayan domain (HBD/E) ise %53 homoloji gostermektedir. A/B, D ve E

domainlerindeki koruma daha azdir (74).

Ostrojen, farkli mekanizmalarla hiicresel degisiklikleri indiikler. Bu
mekanizmalarin merkezi dstrojenin baglandigi ER’dir. Ostrojenin etkisini gosterdigi
klasik (genomik) mekanizmada, Ostrojen hiicreye difiize olur ve niikleusda lokalize
olan ER’ye baglanir. Bu baglanma, reseptérde konformasyonel bir degisikligi uyarir
ve Ostrojen yoklugunda hsp90 saperonlarina bagli haldeki reseptoriin hsp90’dan
ayrilmasin1 saglayarak reseptdr dimerlerinin olusumunu saglar. Meydana gelen
ostrojen—ER kompleksi; reseptoriin DNA’ya baglanan domaini araciligiyla ya
koaktivator ya da korepresor proteinlerle birlikte hedef genin promotor ve/veya

enhancer bolgelerinde yer alan ERE dizilerine baglanir. Sonugta bazen hedef genin
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transkripsiyonu uyarilir, bazen de inhibe edilir ve ilgili protein konsantrasyonu

hiicrenin ihtiyacina gore diizenlenmis olur (23, 48) (Sekil 2.3.1.2) .

Reseptf:'rrler
Koaktivatdr

Konformasyunel /‘\ Korepresor
Deglglm

ER
¢ ERE’ Dlrner

Ostrojen

Transkripsiyon —= mRNA —= Protein

Mg—

Promotor
DNA

Sekil 2.3.1.2: ER tarafindan gen transaktivasyonunun mekanizmasi (Osborne CK et al., J

Clin Oncol, 2000’den alimustir)

Ostrojen  reseptorleri  kemik doku disginda merkezi  sinir  sistemi,
kardiyovaskiiler sistem, immiin sistem, {irogenital sistem, sindirim sistemi, bobrekler,

karaciger, akcigerler ve memede eksprese olmaktadir (53) (Sekil 2.3.1.2).

2.3.1.1. Ostrojen Reseptor Alfa (ERa) Geni

Bugiine kadar farkli genlerle kodlanan fonksiyonel iki dstrojen reseptorii (ERo
ve ERP) tammlanmigtir. Bu reseptorlerden ERo’y1 kodlayan insan ERa geni
kromozom 6q25-27°de yer almakta olup, 140 kb uzunlugunda, 8 ekzon ve 7
introndan olusmaktadir (32). Diger reseptorii kodlayan ERf geni ise kromozom

14g23-24.1’de lokalize olup, yaklasik 40 kb uzunlugunda ve 8 ekzondan olusur (54).

Insan ER« geninin ekzon biiyiikliikleri sirasiyla 684, 191, 117, 336, 139, 134,
184 ve 4537 bg (toplam 6322 bg), intron biiyiikliikleri sirasiyla >19, >16, >32, >27,
>17, >24 ve ~3.5 kb’dir (78) (Sekil 2.3.1.1.1).

Insan ERo geni ¢cDNA’s1 1.785 niikleotid olup, meme kanseri hiicre dizisi

MCF-7 kullanilarak 1986°da klonlanmis (32) ve genomik organizasyonu 2 yil sonra

tanimlanmistir (78). ER«a geninin 8 ekzonu, ERo proteininin yapisinda yer alan 6
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domaini (A-F) kodlar (55). ERo. A/B bolgesi ekzon 1 tarafindan kodlanir (41). Bu
bolge maksimal transkripsiyonel aktivite i¢cin 6nemlidir (57). DNA’ya baglanma i¢in
gerekli olan iki zinc finger motifi iceren C bdolgesi ekzon 2 ve ekzon 3 tarafindan
kodlanir (26). Ekzon 4 C bolgesinin bir kismini, D bolgesinin tiimiinii ve E
bolgesinin bir kismim kodlar (96). Hormon baglayan domain, 5 ekzon (ekzon 4-8)
tarafindan kodlanmir (32). Ekzon 8’in bir kism1 ER fonksiyonu icin gerekli olmayan F
bolgesini kodlar (Sekil 2.3.1.1.1) (56).

| A/B - C—+D+ E 17
. | DBD | | HBD | ¢
P - Wy [=] [ |
. B g 23 §¢83 B §& 8
¢DNA [ 1 | 2 Js] 4 Js]e] 7 ] 8 : [ ]
ATG TGA
Genomik DNA -~ -1 7, 2 V7T e

Sekil 2.3.1.1.1: Insan ER¢ geninin genomik organizasyonu (Ponglikitmongkol M et
al., EMBO J 1988’den alinmaistir).

2.4. Tip I Kollajen

Tip I kollajen, bilinen 19 kollajenden en Onemlisi olup, kemik organik
matriksinin en 6nemli bilesenidir (25). Kemik organik matriksinin kalitesi, diizeni ve
devami, kemigin mekanik fonksiyonu ve kirik karsisindaki direnci izerinde etkilidir.
Organik matriks kalitesindeki degisiklikler kemigin enerjiyi emen ve hasar tolere
eden bir materyal olmaktan ¢ikip, gevrek bir olusum haline gelmesine neden olabilir

(84).

Tip I kollajen heterotrimerik bir molekiil olup iki al1(I) ve bir a2(I) zincirinden
olusmaktadir (21). Her a zincirinde, her ti¢ amino asitte bir tekrarlayan glisin (Gly)
bulunur. Bdylece bu yapinin sarmal seklini almasi kolaylagsmis olur. Bu yap1 (-Gly-

X-Y-)333 seklinde bir formiille ifade edilebilir (7).
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Tip I kollajen, ribozomlarda ilk olarak bir onciill molekiil olan ve N-
terminalinde yaklagik 100 amino asitlik bir sinyal dizisi iceren preprokollajen
seklinde sentezlenir. Preprokollajenin N-terminali endoplazmik retikulumun

vezikiiler araligina girdikce sinyal dizisi ayrilir ve prokollajen molekiilii olusur (101).

Prokollajen molekiilii, N ve C terminallerindeki globiiler domainlerle (N ve C
propeptidler) iiclii sarmal olusturan iki pro al(I) ve bir pro a2(I) zincirini igerir (17).
Bu molekiil, endoplazmik retikulumun vezikiiler araliginda modifiye edilir. Bu
modifikasyon, polipeptid yapisi i¢indeki prolin ve lizin kalintilarinin hidroksillenerek
hidroksiprolin ve hidroksilizin haline doniismesini, hidroksilizin kalintilarinin
galaktozillenmesini, disiilfid baglarinin ve iiclii sarmalin olusmasi islemlerini kapsar
(101). Tamamlanan bu biiyiikk yapi, hiicreden sekrete edilir. Hiicreden sekrete
edildikten sonra prokollajenin N ve C terminalindeki propeptidler N-proteinaz ve C-
proteinaz enzimleri ile uzaklastirilmasiyla tropokollajen olusur. Tropokollajen
molekiilleri bir¢ok hidroksillenmis prolin ve lizin ile baglanarak kollajen fibrillerini
sekillendirir. Her fibril, tropokollajen molekiillerinin ¢apraz baglar yaparak zig zag
seklinde ve bosluklarla ayrilmis olarak, paralel siralanmasiyla olusur. Kollajen

fibrilleri elektron mikroskobunda enine ¢izgili sekilde goriiniir (77) (Sekil 2.4.1).

Bu yap1 fizyolojik kosullar atinda son derece dayaniklidir. Tip I kollajen sadece
kemik dokuda mineralize olma ozelligindedir (15). Nitekim kollajen fibrileri
arasindaki  bosluklar1 non-kollajen proteinler doldurur (7). Non-kollajen
proteinlerden osteopontin ve osteokalsin kalsiyumu baglayarak kollajen fibrilleri ile
birlesir ve bodylece osteoid dokuda (mineralize olmamis matriks) mineralizasyon
meydana gelir (62). Eger kemigin mineralize kismi ¢ikarilacak olursa kemik bir
lastik gibi fleksibilite kazanmakta, buna karsilik organik kisim tahrip edilirse sert ve
kirilgan bir kemik elde edilmektedir (1). Bu nedenle, kemik mineralizasyonunda
gorev alan ve kemige esneklik kazandiran organik matriksin %90 11 olusturan tip I
kollajende meydana gelebilcek bir bozukluk OI, Ehlers—Danlos Sendromu, Marfan

Sendromu ve osteoporoza neden olabilmektedir (88).
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Sekil 2.4.1: Tip I kollajenin sentezi (Cheah KS., Biochem J, 1985’ den alinmustir).

2.4.1. Kollajen Tip I Alfa 1 (COLIAI) Geni

Tip I kollajen, viicutta ¢ok miktarda bulunan yapisal protein olup, deri, kemik
ve tendonlarin temel proteinidir (81). Tip I kollajen, heterotrimer yapida olup, farkli
genler tarafindan kodlanan 2 adet al(I) ve 1 adet a2(I) zincirlerinden olugmaktadir
(67). Bu zincirlerden pro al(I) zincirinin kodlayan kollajen tip I alfa 1 (COLIAI)
geni kromozom 17q21-22’de lokalize olup, 18 kb uzunlugunda ve 52 ekzon, 51

intron icermektedir (51).

Pro o2(I) zincirlerini kodlayan kollajen tip I alfa 2 (COLIA2) geni ise
kromozom 7q21.3—q22.1°de lokalize, 38 kb uzunlugunda, 52 ekzon, 51 introndan
olusmaktadir (18). Her iki gendeki ekzon biiyiikliikkleri 45-283 bg¢ arasinda
degismektedir. Bu genlerin en temel Ozelligi kollajen zincirlerinin ii¢lii heliksi

kodlayan ekzonlarinin ¢ogunlukla 54 b¢ uzunlugunda olmasidir (21).
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Tip I kollajenin pro al(I) zinciri 1464 amino asidden olusan 140 kDa (102)
agirliginda bir protein olup yapisinda sinyal peptidi (A bolgesi), N terminal
propeptidi (B,C,D,E bolgesi), licli heliks domaini (E bolgesi) ve C terminal
propeptidi (F,G bolgesi) yer almaktadir. Pro al(I) zincirini kodlayan COL1A1
geninin 1. ekzonu sinyal peptidi, 2—-6. ekzonlart N terminal propeptidi, 7-48.
ekzonlar1 ve 49. ekzonun bir kismi iiclii heliks domainini ve 49-52. ekzonlar C

terminal propeptidi kodlamaktadir (77) (Sekil 2.4.1.1).

COL1A1 geni
1

7 48 52 Eksonlar
5 ——HH—HH—HHHHE I —HH A HHH B — 3
i | .II" i
NHg 0 b3 SRR IR SN RS SRS S SR ) ST e ey
A B CD E (Ugli sarmal) F G E_t}lmi
: = ] Glgeler
prooritt) N terminal C terminal
propeptidi propeptidi
Sinyal peptidi

Sekil 2.4.1.1: Tip I kollajen pro at1(I) zinciri ve COLIAI geninin yapisi1 (Passarge E.,
Renkli Genetik Atlasi, 2000’den alinmustir).

2.5. Polimorfizm

Insan genomundaki DNA, farkli tipte, kalitilabilen degisiklikler gosterir.
Belirli bir DNA dizisindeki herhangi bir degisiklige mutasyon adi1 verilmekle birlikte,
mutasyon terimi genellikle bir hastalia yol acan dizi degisikligi anlaminda
kullanilmaktadir. Alel degisikligi - alelik varyant terimi ise, bir hastaligin fenotipini
etkileyebilmesine ragmen hastaliga neden olmayan farkliliklar olarak kabul edilir.
(19).

Bir lokustaki bir alel frekans1 0.01’den daha fazla meydana geliyorsa, bu alel
dizi degisikligine polimorfizm adi verilir (19). Polimorfizm o6rnekleri ¢cogu kez
DNA’nin kodlanmayan bélgelerinde yer alir. Ancak bu degisimler kimi zaman
hastaliga neden olan bir genin i¢inde veya ¢ok yakininda yer alabilir. Bu durumda
polimorfizmin kalitimi bize hastaligin tanis1 icin yardimei olur. insan genomunda yer

alan DNA polimorfizm 6rnekleri genel olarak dort grupta degerlendirilir. Bunlar;
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- Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmleri
- Degisken sayida ardisik dizi polimorfizmleri
- Basit dizi tekrarlar

- Tek niikleotid polimorfizmleridir.

Polimorfizmler populasyonda diisiik siklikta olmasina karsin bazi durumlarda
cok Onemlidirler. Polimorfizimlerin yaklasitk %90’nim1 olusturan ve insan
genomunun yiiksek cesitliliginin dogal etkeni olan tek niikleotid polimorfizmleri
(TNP) belirli hastaliklara yatkinlig1 arttirabilir ya da azaltabilir. Bu etkilerini de, ilag
yanitin1 degistirmelerinde oldugu gibi, fizyolojik fonksiyonlar1 diizenleyerek veya

bozarak yaparlar (19, 85).

TNP genotiplemesi genetik haritalama, farmakogenetik caligsmalar, etken
madde aragtirmalar1 ve populasyon genetigini de i¢ine alan genis bir yelpazedeki
genetik calismalar icin son yillarda tercih edilen bir teknoloji haline gelmistir.
TNP’ler bu etkilerini ya ilag yamtim degistirerek, ya da fizyolojik fonksiyonlar
diizenleyerek veya bozarak yapar (75).

2.6. Restriksivon Fragmentinin Uzunluk Polimorfizmleri

Restriksiyon endoniikleaz (RE) enzimleri bakterilerde dogal olarak cok
miktarda bulunan enzim tiirleridir. Bu enzimler DNA’y1 molekiil i¢cinde kestikleri
icin endoniikleaz, aktiviteleri yabanci DNA’da smirhi kaldigi icin restriksiyon

tanimini alir (85).

Restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin, DNA molekiiliinde spesifik olarak
tanidiklar1 diziler mevcuttur. DNA molekiiliinde mutasyon ya da polimorfizmden
kaynaklanan dizi degisiklikleri ya var olan RE tanmima bolgesinin ortadan kalkmasina
ya da yeni tanima bolgesinin olusmasina neden olmaktadir. Hedef DNA bdlgesinin
RE enzimi ile kesilmesi sonucu olusan ve uzunluklan acisindan cesitlilik gosteren
DNA fragmentleri Southern blot ve DNA dizileme gibi farkli yontemler ile

saptanabilir. Bu fragmentler Restriksiyon Fragmentinin Uzunluk Polimorfzimleri
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(RFLP) olarak adlandirilir. RFLP’ler bir¢ok hastalikta kalitsal marker olarak
kullanilmaktadir. (73, 85).

RFLP’ler tek niikleotid degisimleri, delesyon veya insersiyon sonucunda
meydana gelmektedir. Tek niikleotid polimorfizmlerinin saptanmasida PCR-RFLP
yonteminden de yararlamilir. PCR-RFLP yonteminde oncelikle incelenecek
polimorfik bolge, bu bolgeye spesifik primerler kullanilarak PCR yontemiyle
cogaltilir. Daha sonra uygun RE enzimi ile PCR iiriiniiniin kesilmesi sonucu elde

edilen fragmentler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek analiz edilir (73, 85).

2.7. Es Zamanh PCR Yontemi

Molekiiler genetikte yaygin olarak kullanilan yontemlerin c¢ogu, hedef
molekiiliin PCR yontemi ile ¢cogaltilmasi esasina dayanir. PCR yontemi ile ¢ogalma
siiresince floresan olgiimler yapabilen es zamanli PCR cihazlarinin gelismesi ile
kantitatif sonuglar elde etmek ve tek tiipte farkli mutasyonlari es zamanli olarak

belirlemek miimkiin hale gelmistir (19).

Higuchi ve arkadaslar tarafindan gelistirilen es zamanli PCR’nin temel amaci,
cok diisikk miktarda olsa bile bir ornekteki spesifik niikleik asit dizilerini kesin
sekilde ayirmak ve 6lgmektir. PCR’1n, modern floresan kimyasallarla birlesmesi ve
amplifikasyonun reaksiyon boyunca izlenmesi es zamanli PCR’in temelidir. Es
zamanli PCR’da bir 6rnekteki spesifik bir hedef dizi amplifiye olur ve sonrasinda

floresan teknolojisi ile amplifikasyonun ilerleyisi goriintiilenir (38, 93).

Es zamanli PCR’nin avantajlari, hiz, kopyalama oraninda artis, kontaminasyon
riskinde azalma, otomasyon imkani ve PCR reaksiyonunu es-zamanli olarak
gozlemeye izin vermesidir. Ayrica klasik yontemlerdeki gibi, baslangi¢c materyalinin
miktarin1 tam olarak dlgmeye de imkan verir. Direk olarak saptanan sinyal, biriken

PCR miktari ile iligkilidir (19).
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Bu yontemin gelistirilmesinden sonra, bir ¢ok fakli yontem daha ortaya
konmus ve cok farkli sekillerde bir ¢ok es zamanli PCR cihaz1 giderek artan sayida
tretilmistir. Amplifikasyon siirecini gostermek i¢in farkli boya ve problar

kullanilmaktadir. Bunlar:

- Dizi spesifik olmayan floresan boyalar: Bu tiir boyalar DNA molekiiliiniin
tamamina baglanabilen boyalardir. Siklikla kullanilan SYBR Green boyasi, cift
sarmalli DNA ‘ya baglanarak floresan sinyallerin artmasini saglar ve genellikle gen

dozajin belirlemek i¢in kullanilir (19) (Sekil 2.7.1.a).

- Dizi spesifik floresan problar: Hedef diziye 6zgiil ve floroforlarla isaretli
problardir. Spesifik DNA dizisi mevcut ise reaksiyona katilirlar. Dizi spesifik problar

hibridizasyon ve hidroliz problarini icerir.

- Hibridizasyon problar: Fluorescence Resonance Energy Transfer “FRET”
prensibi ile ¢alisirlar. FRET, 3’ ucu floresan isaretli bir verici probdan yakindaki 5’
ucu floresan isaretli alici proba enerji transfer etme islemidir. Bu transfer islemi
sonucunda olusan floresans sinyal miktar1 ortamdaki hibridizasyonun dercesine diger
bir deyisle PCR siklusu siiresince olusan {iriinlerin miktarina baghi olarak
artmaktadir. Eksitasyon ve emisyonlari birbiri iizerine ¢akisan iki florofor, fiziksel
olarak birbirine yakin ise, bir floroforun eksitasyonu ikinci floroforu uyararak
floresan 1s1maya neden olacaktir (Sekil 2.7.1.b). Hibridizasyon problar1 genellikle

erime egrisi analizi ile tek niikleotid degisimlerinin saptanmasi icin kullanilir (19).

- Hidroliz problar1 (TagMan): Taq polimerazin 5’ — 3’ niikleaz aktivitesinden
yararlanan prob sistemidir. Mutasyon tayini, PCR amplifikasyonu sonrasi iki alele
0zgiil raportor boyanin sinyal yogunlugunun 6lciilmesiyle yapilir. Yontemin esast, 5°
ve 3’ uclarindan florofor maddelerle isaretli prob kullanilmasina dayanir. Probun 5’
ucunda raportor florofor, 3’ ucunda ise baskilayict florofor bulunmaktadir. Prob —
hedef DNA molekiilii arasindaki hibridizasyon devam ettigi siirece raportor
floroforun sinyal olusturmasi, 3° uctaki baskilayict florofor tarafindan

engellenmektedir. Primerlerin hedef DNA’ya baglanmasiyla baglayan primer
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uzamasi, probun baglandigi noktaya kadar geldiginde, sentezin devam edebilmesi

icin Taqg DNA polimeraz enzimi 5’ — 3’ niikleaz aktivitesini kullanarak probu 5’

uctan yikmaya baslar. Boylece raportor florofor serbest hale gecer ve sinyal

olusturur. Her dongiide meydana gelen PCR {iriinii miktarina paralel olarak sinyal

siddeti de artar (19) (Sekil 2.7.1.c). Ticari olarak gelistirilmis es zamanli PCR

sistemlerine Ornek olarak ABI Prism 7000 (Applied Biosystem), iCycler iQ (Bio-
Rad), LightCycler (Roche), Rotor-Gene (Corbett) verilebilir (93).

1!

mgr
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Annealing evresinde primetlerin hedef DNA
bilgesine badlanmasiyla az miktarda SYBR
Green olugan cift sarmalli DMA'ya katilir ve
az miktarda floresan sinyal yayilir.

Primerlerin uzatilmas: evresinde yeni sentezlensn
cift sarmalll DNAin yamsina katilan S¥YBR Green
miktarinin artmasiyla daha fazla floresan sinyal
yayilr.

m Yerici florofor - W Al florofor

Uzama evresinin sonunda hedef DNA maolekdldnin
tamami cift sarmalll hale geldiginden maksimum
mikiarda SYBR Green yapiya girer ve floresan
sinyal dlglir.
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Denatiirasyon evresinde verici flaroforla isaretli
prob ile alici florafarla igaretl prob hendz DNAYya
badlanmadidindan yan yana gelmez ve enetji
trangferi " FRET" olugmaz.
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haglanir ve FRET olugur, alhiei flaraforun bulundugu

probta sinyal alugur

m Raportor florofor  m Baskilayic florofor

Uzama evresi tamamlandiginda problar gift
sarmal DMA'dan ve birbiderinden aynlir

3

frvrer™

Q

gﬁcﬁﬁ-)i‘%-ﬁ’f:'fé-! 1111

Prob 5'ucunda 2 flaresan igaret

Annealing evresinde primerler ve

Tar DMA palimeraz enzimi

Uzama evresi boyunca serbest

tagir. Bu igaretlerden biri
(baskilayici florofor) digeri
(raportdr florofor) nin floresan
sinyalin baskilar

problar h

edef DNA'ya baglanir.

prirmeri uzattikga proba yaklagir
ve proba ulagtidinda &' nikleaz
aktivitesi gastererek raportdrd
probtan kopanr, raportdr floroforun
sinyali agida gikar.

haldeki raportdr florofordan agida
cikan sinyal miktan cihaz
tarafindan okunur.

Sekil 2.7.1. Es zamanli PCR yonteminde yaygin kullanilan boya ve prob tiirleri a)

SYBR Green boyasi b) Hibridizasyon problari ¢) Hidroliz problar1 (TagMan)
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2.7.1. LightCycler Sistemi

LightCycler sisteminin 6zelligi polimeraz zincir reaksiyonunu floresan dl¢ciim
sistemi ile birlestirerek, DNA amplifikasyonunun es-zamanli izlenmesini
saglamaktir. Sistemde, normal PCR’da kullanilan primerlere ek olarak, floresan
isaretli iki prob kullanilmistir. Problardan biri, polimorfizm igeren bolgeye, digeri
hemen bunun yakinina spesifiktir. Bu yontemde genotiplerin ayirt edilmesi erime
egrisi analizi ile gerceklestirilmektedir. Erime egrisi analizi i¢in, DNA
amplifikasyonun tamamlanmasindan sonra, sicaklik kademeli olarak yiikseltilir ve
her bir 6rnek i¢in erime egrisi elde edilir (Sekil 2.7.1.1.). Polimorfik dizi ile floresan
isaretli prob arasinda olusan yanlis eslesme sonucu olusan heterodupleks, normal dizi
ile prob arasinda olusan duplekse oranla daha az stabildir. Bu durum, polimorfizm
iceren dupleksin daha diisiik bir erime noktasina sahip olmasma ve sicaklik
yiikseltilmesi sirasinda daha diigiik bir sicaklikta ayrismasina yol ac¢maktadir.
Matematiksel bir doniisiim kullanilarak erime egrilerinden floresan degerinin negatif
tiirevinin sicakliga gore degisimini veren profiller elde edilerek. degisik allellere ait

farkli erime sicakliklar1 gosteren egriler izlenmektedir (64, 79, 80) (Sekil 2.7.1.1).
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Sekil 2.7.1.1. LightCycler sisteminde hibridizasyon problar1 kullanilarak elde edien

floresan erime egrisi pikleri.

Bu c¢alismada postmenopozal kadin olgularda kemik mineral yogunlugu ile

ERo geni Pvull ve Xbal polimorfzimleri ile COLIAI geni Spl polimorfizmi
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arasindaki iliskinin PCR-RFLP ve es zamanli PCR yontemleri kullanilarak

belirlenmesi amaglanmistir.

Calismamiz, iilkemizde bu olgu grubunda yapilan diger c¢alismalardan, ERo
geni Pvull ve Xbal polimorfizmleri ile COLIAI geni Spl polimorfizminin birlikte
degerlendirilmesi yoniiyle ayrilmaktadir. Ayrica COLIAI geni Spl polimorfizmi ilk

olarak bu calismada es zamanli PCR yontemi kullanilarak belirlenmistir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gerecler

3.1.1. Materyal Secimi

Calismamiza, Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi ve Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon polikliniklerine
basvuran ve postmenopozal donem siiresi en az 1 yil olan 126 postmenopozal kadin

olgu alind1.

Olgular ¢alismaya dahil edilmeden 6nce sekonder osteoporoz nedeni olabilecek
hastalik ya da kemik metabolizmasi iizerinde etkili ila¢ kullanim oOykiisii gibi

asagidaki risk faktorleri agisindan ayrintili olarak sorgulandi.

— Yas, boy (m), viicut agirhg (kg)

— Menars yasi, menopoza girme yast

— Menopoz sonrasi gecen siire (yil)

— Gebelik ve ¢ocuk sayist

— Sekonder osteoporoz etkeni olabilecek hastaliklar (diabet, tiroid
hastaliklari, karaciger, bobrek hastaliklar1 vs.)

— Ailede osteoporoz Oykiisii

— Sigara, alkol kullanimi

— Immobilizasyon

— Jinekolojik operasyon dykiisii

— Kirik oykiisii

— Kullandiklan ilaglar ve kullamim siireleri (oral kontraseptif, kalsiyum,

hormon replasman tedavisi ve diger ilaglar) kaydedildi.
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Sekonder osteoporoza yol acan patolojileri ekarte etmek amaciyla tedavinin
baslangicinda tiim hastalarda ayrintili bir klinik ve laboratuar degerlendirme
gerceklestirildi. Laboratuar degerlendirmelerinde; tam kan sayimi, eritrosit
sedimentasyon hizi, rutin biyokimyasal tetkikler, 24 saatlik idrarda kalsiyum-
kreatinin diizeyi, tiroid hormonlari, parathormon, 25 hidroksi vitamin D3 ve kortizol
diizeyleri ve serum protein elektroforezi tetkikleri yapildi. Ayrica kemik
metabolizmasina yonelik olarak serum osteokalsin diizeyleri degerlendirildi. Onemli
bir sistemik hastalik ve malignite dykiisii olanlar, kemik metobolizmasini etkileyecek
bir hastalig1 olanlar, kemik metobolizmasim etkileyen ilaclar1 uzun siire kullanan
hastalar ve daha dnce osteoporoza yonelik herhangi bir medikal tedavi alan hastalar

caligsma dis1 birakildi.

Olgularin kemik mineral yogunlugu oOlgiimleri, DEXA yontemi ile Afyon
Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon poliklinigine
bagvuranlarda GE-LUNAR DPX-NT, Eskisehir Osmangazi Univeristesi Tip
Fakiiltesi Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon poliklinigine basvuranlarda HOLOGIC
QDR-4500W cihaz1 kullanilarak yapildi. Lomber omurga (L1-L4) ve sol femur
boynu KMY (g/cm?) degerleri ile T ve Z skorlari kaydedildi. Calismaya dahil edilen
126 kadin olgu T skoru degerlerine gore asagidaki gibi gruplandirildi.

T skoru > -1 : Normal (30 olgu)
—1> T skoru >-2.5 : Osteopenik (46 olgu)
T skoru < -2.5 : Osteoporotik (50 olgu)

Calismaya dahil edilen olgulara ait 6rnekler Afyon Kocatepe Universitesi

Tibbi Etik Kurulu kararlarina uygun olarak, goniillii olur formlarinin imzalanmasini

takiben toplandi.
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3.1.2. Kullamilan Cihazlar

Cihaz Ad1

Marka-Model

Es Zamanli PCR

Karusel Santrifiij
LightCycler® Kapiller (20 ul)
LightCycler® Santrifiij
LightCycler® Capping Tool
Soguma blogu

Thermal Cycler

Buzdolabi

Derin dondurucu

Sogutmali santrifiij

Hot Plate

Mikropipetler

Vorteks

Spektrofotometre

Gii¢ Kaynagi

UV Transilliiminator
Goriintiileme Kabini

Dijital Fotograf makinesi
Yatay Elektroforez Tanki
Ceker Ocak

Mikrodalga firin

Hassas terazi

Distile su cihazi

LightCycler® Instrument 1.5 Roche Diag.,
LC Carousel Centrifuge 2.0 Roche Diag.,
Roche Diagnostics, Almanya

Roche Diagnostics, Almanya

Roche Diagnostics, Almanya

Roche Diagnostics, Almanya

Eppendorf Mastercycler personal

Profilo

Bosch

Thermo

Niive

Eppendorf

Velp

Nanodrop ND-1000

Apelex PS 503

UVP

Biolab

Fujifilm S7000 Digital Camera

Arcelik
Sartorius
Barnstead
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3.1.3. Kullamlan Kimyasallar

Kimyasal Ad1 Marka
Ei(;ﬁtchyilifThTOOISetTM for Genes-4U AG, Isvigre
Iﬁi}%éllfgbceler(@ FastStart DNA Master Roche Diagnostics, Almanya
E.ZN.A ™ DNA izolasyon Kiti

Primer sentezleri MWG Biotech, Almanya
PCR tamponu Bioron, Almanya

dNTP karisimi Larova, Almanya

Taq DNA polimeraz Bioron, Almanya

MgCl, Bioron, Almanya

Xbal (20.000U/ml) Bioron, Almanya

Pvull (10 U/ml) Bioron, Almanya

PCR DNA Marker Amresco, E854, ABD
100 b¢’lik Marker Amresco, K180, ABD
BSA Amresco, ABD

Agaroz Amresco, ABD

Etidyum bromiir (10mg/ml)

5X TBE

Etanol

Brom fenol blue

3.2. Yontemler

Bu caligmada, incelemeye alinan postmenopozal olgularin periferik kan
orneklerinden genomik DNA elde edildi. izole edilen her DNA molekiilii; ERa geni
Pvull ve Xbal polimorfizmleri, COLIAI geni Spl polimorfizmi acisindan
degerlendirildi. Degerlendirme icin PCR-RFLP ve es zamanli PCR yontemleri

kullanildi. Deneysel uygulamalar su islemlerden olustu:
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3.2.1. DNA izolasyonu

Olgulara ait kan ornekleri, pthtilagsmay1 engellemek i¢in etilendiamintetraasetik

asitli (EDTA) tiiplere alindi ve DNA izolasyonu yapilincaya kadar +4° C’de sakland.

DNA ornekleri E,Z,N,A ™ pNA izolasyon kiti ile asagida verilen islem basamaklar

uygulanarak izole edildi.

E,Z,N,A ™ PpNA izolasyon Kkitinin icerigi

Soliisyon Miktar Kullanmim Sekli

HiBind DNA Kolon 200 adet

2 ml Santriftij Tiipleri 600 adet

Buffer BL 60 ml
Wash Buffer 2 X 60ml Kullanmadan 6nce 90 ml absolii etanol eklendi.
(Konsantre)
HB Buffer 110 ml
Elution Buffer 100 ml Kullanmadan 6nce 70°C’ye 1sitildi.

. 1 ml bidistile H,O’da ¢oziildii. Alikotlanarak
Proteaz Enzimi 4 X 70 mg kullanilincaya kadar —20°C’de saklandi.
RNaz A 1.15 ml

islem Basamaklari

1.

Ornegin isim ve DNA numarasi bilgileri steril eppendorf tiipe ve takip

defterine yazilarak kayit altina alind1.

. Her bir kan 6rneginden 250 pl alimip 1.5 ml’lik steril eppendorf tiiplere

konuldu.

. Uzerine 250 pl Buffer BL, 5 ul RNaz A ve 20 ul Proteaz enzimi eklenip 10-

15 sn vortekslendi.

. Tiipler sicak su banyosuna yerlestirildi ve olusan lizat soliisyonu 45°C’de 20

dk. inkiibe edildi (Bu asamada tiipler 1-2 kez vortekslendi).

. Sicak su banyosundan alinan tiiplere 260 ul etanol (%100) ilave edilip 10-15

sn vortekslendi.

. Tiip icerigi 2 ml’lik santrifiij tiiplerine yerlestirilmis Hibind DNA spin

kolona aktarilda.
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7. Tiipler 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

8. Santrifijj tiipleri atild1 ve spin kolon yeni bir santrifiij tiipiine yerlestirildi.

9. Uzerine 500 ul HB Buffer ilave edildi.

10. Tiipler 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

11. Santrifiyj tiiplerideki sivi dokiildii, aym tiip icine yerlestirilen spin kolon
tizerine 650 pl Wash Buffer ilave edildi ve 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij
edildi.

12. Santrifiij tiipleri atildt ve spin kolonlar yeni bir santrifiij tiiplerine
yerlestirilip 650 pul Wash Buffer ilave edildi.

13. Tiipler 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

14. Tiipler degistirilmeden bir kere daha 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilerek.
Artiklarin tamamen spin kolondan ayrilmasi saglandi.

15.Spin kolonlar 1.5 ml’lik steril tiiplere yerlestirildi ve iizerine 100 pl
70°C’de bekleyen Elution Buffer eklendi.

16. Tupler 70 °C’de 5 dk inkiibe edildi.

17. Tiipler 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

18. Tiipler degistirilmeden tekrar 100 ul Elution Buffer eklendi ve 70 °C’de 5
dk inkiibe edilip 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

19. Spin kolonlar atild1 ve son voliimii 200 pul olan DNA 6rnegi elde edildi.

20.1zolasyon sonrasi elde edilen her 6rnek icin DNA miktar ve saflik tayini
spektrofotometre (Nanodrop ND-1000) kullanilarak o6lciildii.

21.DNA 6rnekleri etiketlenerek analize kadar -20 °C’de sakland.

3.2.2. ERa Geni Pvull ve Xbal Polimorfizmlerinin PCR-RFLP Yontemiyle

Belirlenmesi

3.2.2.1. izole Edilen DNA Orneklerinin PCR ile Amplifikasyonu

Olgulardan elde edilen DNA Orneklerinin PCR ile amplifikasyonu icin

50 ul’lik reaksiyon karisimi hazirlanda.
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Reaksiyon karisiminin icerigi

Soliisyon Miktar

PCR Buffer (10x) S5ul

MgCl, (25 mM) 4 ul

dANTP mix (25 mM) 0.2 ul

Taq DNA polimeraz (5U / pl) 0.5ul

Tleri primer (10 pmol) 0.55ul

Geri primer (10 pmol) 0.55ul

DNA 5 ul (~100 ng)
dH,O 342 ul
Toplam 50 ul

ERa Geni inton 1 Bolgesi icin Kullanilan Primer Dizileri:

Hedef bolgeyi c¢ogaltmak i¢in kullanilan primer dizileri asagida belirtildigi
gibidir.

ERa geni intron 1’deki T/C (IVS-401 T—C) ve A/G (IVS-354 A—QG)
polimorfizmlerini belirlemek i¢in;

fleri primer F 5°CTG CCA CCC TAT CTG TAT CTT TTC CTA TTC TCC 3 *

Geri primer R 5" TCT TTC TCT GCC ACC CTG GCG TCG ATT ATC TGA 3~

primerleri kullanildi. Bu primerler, genin 1. intronun 1372 b¢’lik bolgesini

cogaltmak amaciyla kullanildi (49).

ERa Geni intron I’in Amplifikasyon Sartlari

ERo’nin hedef bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in secilen primerlere gore PCR

reaksiyonu asagida belirtilen kosullarda gergeklestirildi.

Baslangic denatiirasyonu 94 °C’ de 5 dk

Denatiirasyon asamasi 94 °C’ de 30 sn

Hibridizasyon asamasi 62 °C’ de 20 sn 35 Dongii
Sentez (Uzama) asamasi 72 °C’ de 1.5 dk

Son sentez asamast 72 °C’ de 10 dk
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ERo geni intron 1 bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi
0.2 ml’ lik tiiplere dagitildi ve lizerine saflastirilan genomik DNA eklendi. Tim
islemler, tepkimenin dogru gerceklesmesi i¢in buz iistiinde yapildi. Bu sekilde elde
edilen reaksiyon karigimi 3000-4000 dev/dak’da 10-12 saniye santrifiij edildi ve

ardindan thermal cycler cihazina yerlestirilerek tepkime gerceklestirildi.

3.2.2.2. Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile

incelenmesi

PCR reaksiyonlar1 sonucu olusan DNA’lan yiiriitmek icin %?2 lik agaroz jel
hazirlandi. %2’lik agaroz jel, 200 ml 0.5X TBE icinde 4 g agaroz kaynatilarak
hazirland1 ve icine 10 pl (0,25 M) EtBr ilave edildi. Jel tanka dokiilerek donmasi
beklendi. 10 ul PCR iiriinii, 5 pl marker (100 bg’lik) ve 2 pl bromfenol blue pipetajla
karistirillarak kuyucuklara yiiklendi. Jel 150 voltta 30 dakika elektroforeze tabi
tutuldu. Ultraviyole 151k altinda PCR’da kullanilan primer ciftlerine gore olusan

DNA bantlari incelendi ve fotografi ¢ekildi (Sekil 3.2.2.2.1).

12 1% 5 16

Sekil 3.2.2.2.1: ERa geni intron I bolgesi amplifikasyon iiriinleri

3.2.2.3. ERa Geni intron I Bolgesinin Pvull Restriksiyon Enzimi ile

Kesimi

Amplifikasyon iiriinleri %?2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek 1372

bp’lik bantlar gdzlendikten sonra PCR iiriinleri Pvull restriksiyon enzimi ile kesildi.
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Reaksiyon karisiminin icerigi

Soliisyon Miktar

Enzim 1.5 ul (40 iinite)
Buffer (10X) 4 ul

PCR iiriinii 8 ul

Hazirlanan reaksiyon karisimi 37°C’de 4 saat inkiibe edilerek Pvull spesifik

kesimler gerceklestirildi.

3.2.2.4. ERo Geni intron I Bolgesinin Xbal Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

Amplifikasyon iiriinleri %2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek 1372

bp’lik bantlar gdzlendikten sonra PCR iiriinleri Xbal restriksiyon enzimi ile kesildi.

Reaksiyon karisiminin icerigi

Soliisyon Miktar

Enzim 1.5 wl (30 iinite)
Buffer (10X) 2.5l

PCR iiriinii 6 ul

BSA (10 mg/ml) 2.5l

dH,O 13 ul

Hazirlanan reaksiyon karigimi 37°C’de 15-16 saat inkiibe edilerek Xbal

spesifik kesimler gerceklestirildi.

3.2.2.5. Enzim Kesim Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde

Degerlendirilmesi

Enzim kesim iriinlerini degerlendirmek icin %2 lik agaroz jel hazirlandi.
%2’lik agaroz jel 200 ml 0.5XTBE i¢inde 4 g agaroz kaynatilarak hazirlandi ve icine
10 wl (0,25 M) EtBr ilave edildi. Jel tanka dokiilerek donmasi beklendi. 10 pl kesim
riinii, 5 pl marker (50-2000 b¢’lik / 100 bg¢’lik) ve 2 pl bromfenol blue pipetajla
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karistirllarak kuyucuklara yiiklendi. Jel 150 voltta 30 dakika elektroforeze tabi
tutuldu. Ultraviyole 151k altinda enzim kesimine gore olusan DNA bantlar incelendi

ve fotografi cekildi.

3.2.2.6. ERo_Geni intron I Bolgesinin Pvull Restriksivon Enzimi ile Kesim

Sonucunun Degerlendirilmesi

1372 be’lik PCR iiriiniiniin Pvull restriksiyon enzimi ile kesim sonucu, kesim
bolgesinin olup olmamasina gore olgular PP (1372 bg), Pp (1372, 936, 436 bc) ve pp
(936, 436 bg) olarak degerlendirildi (Sekil 3.2.2.6.1).

2 10 11 12 13 14 156 16 17

pp Pp Pp PP Pp Pp Pp Pp pp pp pp pp Pp Pp Pp Pp FP

Sekil 3.2.2.6.1: PCR ile amplifiye edilen orneklerin ERa geni Pvull polimorfizminin
belirlenmesi (M: Marker, 1-17: Ornekler)

3.2.2.7. ERa Geni intron I Bélgesinin Xbal Restriksivon Enzimi ile
Kesim Sonucunun Degerlendirilmesi

1372 bg¢’lik PCR iirtiniiniin Xbal restriksiyon enzimi ile kesim sonucu, kesim
bolgesinin olup olmamasina gore olgular XX (1372 bg), Xx (1372, 982, 390 bg) ve
xx (982, 390 bg) olarak degerlendirildi (Sekil 3.2.2.7.1).
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10 11 12 13 14 15 16 17

ax Xx Xx XX xx oxx xx oxx Xx oxx oxx oxx xx Xx Xx xx XX

Sekil 3.2.2.7.1: PCR ile amplifiye edilen 6rneklerin ERa geni Xbal polimorfizminin
belirlenmesi (M: Marker, 1-17: Ornekler)

3.2.3. COLIAI1 Geni Spl Polimorfizminin Es Zamanli PCR Yontemivle

Belirlenmesi

COLIAI geni Spl polimorfizmi, COL1A1 SP1 ToolSet™ for LightCycler™
(Genes-4U AG, Isvicre) ve LightCycler® FastStart DNA Master’""® HybProbe
(Roche Diagnostics, Almanya) kullanilarak belirlendi. Elde edilen DNA ornekleri
COL1A1 SP1 ToolSet™ for LightCycler™ kiti (Genes-4U) kullanilarak COLIAI
genindeki Spl polimorfizmi (G2046T)’yi iceren 196 bg¢’lik fragmenti amplifiye
edildi. Amplikon, PCR dongiilerinin annealing fazinda hibridize olan spesifik problar

kullanilarak floresan ile belirlendi.

COL1A1 SP1 ToolSet™ for LightCycler™ Kitinin icerigi

Soliisyon icerik Miktar Kullanim Sekli

Liyofilize mutasyon belirleme
Kullanmadan 6nce 50 UL
OligoTool  probu ve anchor prob ile 4 tiip x 16 test
) o coziicti eklendi.
primerler icerir.

Pozitif Liyofilize CT heterozigot A Kullanmadan 6nce 20 pL.
tup

Kontrol DNA ¢oziicii eklendi.

Coziicii OligoTool / Pozitif Kontrol 1000 uL Kullanima hazir.
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LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe kitinin icerigi

Soliisyon icerik Miktar Kullamim Sekli
LightCycler DNA Taq DNA polimeraz,

Master HybProbe, reaksiyon buffer, INTP miks 3 x 64ul

PCR miksi i¢in

kullanima hazir.

10x Konsantre ve 10 mM MgCl, igerir.
25 mM MgCl, Stok
1xI ml Kullanima hazir
Soliisyon
PCR Grade H,O 2x 1ml Kullanima hazir.

3.2.3.1.Reaksivon Karistmimin Hazirlanmasi ve Orneklerin LightCycler

Cihazina Yiiklenmesi

Reaksiyon karisimi hazirlanmadan 6nce LightCycler cihazi agildi ve cihazin
self-test yapmasi saglandi. Daha sonra sisteme Onceden yiiklenmis olan COLIAI
geni Spl polimorfizmi analizinde kullanilacak olarak protokol secildi. Hasta listesi
girisi yapildi ve sistem calisma icin hazir duruma getirildi. Reaksiyon karigimi i¢in
gerekli olan OligoTool ve kontrol soliisyonu asagidaki islem basamaklar

uygulanarak hazirlandi.

1. Tipler agilmadan 6nce santrifiij edildi.

2. 50 pL c¢oziicii soliisyon OligoTool tiipiine ve 20 pL ¢oziicii soliisyon
kontrol tiipiine eklendi.

3. Tiipler tekrar kapatildi ve vorteks yapildi.

4. Tiupler acilmadan 6nce santrifiij edildi.

5. OligoTool ve kontrol soliisyonu hazirlandiktan sonra reaksiyon karigimi
hazirlandi.

6. Reaksiyon karistminin hazirlanmasi i¢in +4°C’de bekletilen soguk blok
iizerinde 1,5 ml’lik reaksiyon tiipii ve hazirlanacak reaksiyon sayisina gore
kapillerler yerlestirildi.

7. 1,5 ml’lik reaksiyon tiipiinde reaksiyon sayisina gore asagida verildigi

sekilde reaksiyon karigim1 hazirlandi.
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Reaksiyon karisimimin icerigi

Soliisyon Miktar

OligoTool 2.8 uL

Coziicii 8 uL

25 mM MgCl, 3.2 uL (final 5SmM)
LightCycler DNA Master HybProbe, 10x 2 uL

Total Reaksiyon Karigimi 16 uL

Ornek DNA / Pozitif Kontrol / Negatif Kontrol 4 uL

Toplam 20 uL

8. Her kapillere 20 pl reaksiyon karisimi dagitildi.

9. Her calismada bir negatif ve bir pozitif kontrol kullanildi.

10.Negatif kontrol i¢in ilk kapillere 4 ul ¢oziicii soliisyon, pozitif kontrol i¢in
ise son kapillere pozitif kontrolden 4ul son miktar 20ul olacak sekilde
eklendi.

11.Diger kapillerlere sirasiyla analiz edilecek 6rnekler 4’er pl dagitildi.

12. Her bir kapillere 6rnek konduktan sonra capping tool kullanilarak kapaklari
kapatildi.

13.Kapillerler karusele yerlestirildi ve 700 x g’de 5 sn santrifiij edildi.

14.Karusel LightCycler cihazina yerlestirilerek kapak dikkatlice kapatildi.

15.Run’a basilarak sistemin asagidaki protokole gore analiz islemine baslamasi

saglandu.
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LightCycler Avarlari ve Deneysel Protokol

Denatiirasyon

Dongii Program Verisi Deger

Dongii 1

Analiz modu Yok

Sicaklik hedefleri 1

Hedef sicaklik (°C) 95

Inkiibasyon siiresi (sn) 30

Sicaklik gecis oran1 (°/sn) 20

Ikinci hedef sicaklik (°C)

Basamak boyutu (°C) 0

Basamak gecikmesi (dongii)

Yakalama modu Yok

Amplifikasyon
Dongii Program Verisi Deger
Dongii 50
Analiz modu Yok
Sicaklik hedefleri 1 2 3
Hedef sicaklik (°C) 95 55 72
Inkiibasyon siiresi (sn) 5 10 10
Sicaklik gecis orani (°/sn) 20 20 20
Ikinci hedef sicaklik (°C)
Basamak boyutu (°C)
Basamak gecikmesi (dongii)
Yakalama modu Yok Tek Yok
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Erime Egrisi Analiz

Dongii Program Verisi Deger

Dongii 1

Analiz modu Erime Egrisi

Sicaklik hedefleri 1 2 3

Hedef sicaklik (°C) 95 40 80

Inkiibasyon siiresi (sn) 30 180 0

Sicaklik gecis orani (°/sn) 20 20 0.2

Ikinci hedef sicaklik (°C) 0

Basamak boyutu (°C) 0

Basamak gecikmesi (dongii) 0

Yakalama modu Yok Yok Siirekli
Sogutma

Dongii Program Verisi Deger

Dongii 1

Analiz modu Yok

Sicaklik hedefleri 1

Hedef sicaklik (°C) 40

Inkiibasyon siiresi (sn) 30

Sicaklik gecis orani (°/sn) 20

Ikinci hedef sicaklik (°C)

Basamak boyutu (°C)

Basamak gecikmesi (dongii)

Yakalama modu Yok

16. Analiz islemi 50 dakikalik dongii sonunda LightCycler’a ait 4.0 analiz

programi kullanilarak yapildi.

17.Bu programa gére COLIAI geni Spl polimorfizmi genotiplemesi; yabanil

tip icin Tm 61.5 °C (x 2,5 °C) ve mutant genotip icin Tm 56.7 °C (z 2,5

°C)’deki erime egrilerine gore yapildi.
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Sekil 3.2.3.1.1’de COL1A1 SP1 ToolSet™ for LightCycler™ kiti ile elde

edilmis bu ¢alismaya ait bir sonug verilmistir.

Melting Peaks

0,001
1 2
0,001 /
0,000 i
0,000-
~ 13—
g 0 )
5 0,000 ;‘f J \Q' 1
= b / P
% it = / /4/ Itll'\ !
ﬁ-n.um % W,
i -0,001
5
& 0,00
5 e s
= .0,001 e R L
3 s~ a
-0,001
-0,002
-0,002
-0,002-
40 45 50 55 &0 65 70 75 80
Temperature (“C)
W~ Tmi(51.02) B~ Tm3(5672) Or Tms
mr Tm2 Wl Tmd W Tmé

| Analysiz Motes

Sekil 3.2.3.1.1: COLIAI geni Spl polimorfizmine iliskin genotiplerin erime egrisi
analizi. 1: Homozigot DNA 6rnegi (ss genotipi) 2: Pozitif kontrol (Ss genotipi) 3:
Heterozigot DNA 6rnegi (Ss genotipi) 4: Yabanil tip DNA 6rnegi (SS genotipi) 5:
Negatif kontrol

3.3.Verilerin istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Istatistik analizleri, SPSS 15.0 ve MiniTab programlar1 kullanilarak yapildi.
Normal, osteopenik ve osteoporotik olgu gruplarinda ERa geni Pvull, Xbal ve
COLIAI geni Spl polimorfizmlerine iligskin genotip freakanslar x” testi kullanilarak
karsilastirildi.
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Normal, osteopenik ve osteoporotik olgu gruplarinda ERa geni Pvull, Xbal ve
COLIAI geni Spl polimorfizmlerine iligkin alel frekanslar1 ikili oran testi

kullanilarak karsilastirildi.

Farkli genotip gruplarinin postmenopozal siire, boy, kilo, viicut kitle indeksi,
lomber omurga ve femur boynu KMY degerleri gibi degiskenler ile baglantis1 tek
yonlit ANOVA ve Kruskal-Wallis varyans analiz testleri kullanilarak degerlendirildi.
p<0.05’in altindaki degerler anlamli degerler olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada postmenopozal kadin olgularda ERo geni Pvull, Xbal ve

COLIAI geni Spl polimorfizmleri bulgular ile kemik mineral yogunluk oOlctimleri

bulgular1 karsilagtirilmigtir. Calismaya alinan 126 olguya ait demografik 6zellikler

Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1: Olgularin demografik 6zellikleri

Ozellik Normal Olgu Osteopenik Olgu Osteoporotik Olgu
Grubu (ort+SD) Grubu (ort+SD) Grubu (ort+SD)
Say1 30 46 50
Yas 53.57 £5.37 54.98 £ 6.40 58.18 £5.98
Menars Yasi 13.73 £ 1.41 13.80 £1.22 14.04 £ 1.42
Menopoz Yasi 48.67 +4.13 47.24 £3.77 48.16 £ 4.67
Postmenopozal Siire 487 +£4.43 7.74 £5.86 11.42 +6.98
Boy (kg) 156.80 +4.24 156.02 + 4.86 152.84 +4.87
Kilo (cm) 79.00 £11.42 78.50 £11.20 65.24 £ 10.53
VKi (kg/m?) 32.25+£5.09 32.26 £4.26 2791 +£4.50
Femur boynu KMY (g/cm?) 1.055 £0.115 0.873 £0.097 0.725 £0.090
Femur boynu T skoru -0.17£0.97 -1.23£0.72 -2.46 £0.70
Femur boynu Z skoru 1.02 £ 1.22 -0.14 £0.71 -1.05 £0.59
Lomber omurga KMY 12734£0.164 097840111  0.808 £0.107
(g/lem”)
Lomber omurga T skoru 0.48 £ 1.38 -1.57£0.77 -2.88 £1.07
Lomber omurga Z skoru 1.04 £ 1.68 -0.70 £ 0.97 -1.91£0.84

4.1. ERa Geni Pvull Polimorfizminin Genotip ve Alel Frekansi

ERa geninin 1. intronunda yer alan Pvull polimorfizmi acisindan insanda PP,

Pp ve pp olmak iizere ii¢ genotip mevcuttur. Calismamizda ERa geninde yer alan soz

konusu polimorfizm i¢in normal, osteopenik ve osteoporotik postmenopozal kadinlar

degerlendirildi.
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ERa geni Pvull polimorfizmine iligkin genotipleme calismasina ait genotip ve
alel frekaslar1 her ii¢ grup i¢in de Tablo 4.1.1, Tablo 4.1.3, Tablo 4.1.4 ve Sekil
4.1.1°de verildi.

Normal olgularda, PP genotipine sahip birey sayis1 10 (%33.33), Pp genotipine
sahip birey sayis1 18 (%60) ve pp genotipine sahip birey sayisi 2 (%6.7) olarak
bulundu (Tablo 4.1.1.).

Osteopenik olgularda, PP genotipine sahip birey sayis1 13 (%28.3), Pp
genotipine sahip birey sayis1 20 (%43.5) ve pp genotipine sahip birey sayis1 13
(%28.3) olarak bulundu (Tablo 4.1.1).

Osteoporotik olgularda ise PP genotipine sahip birey sayist 8 (%16), Pp
genotipine sahip birey sayisi 26 (%52) ve pp genotipine sahip birey sayisi 16 (%32)
olarak bulundu (Tablo 4.1.1).

Calismaya dahil edilen tiim olgularda ERa geni Pvull polimorfizminin
genotipik dagilimi ise (%24.60) PP, (%50.79) Pp ve (% 24.60) pp olarak bulundu.
PP, Pp ve pp genotip frekanslar x2 testi kullanilarak istatistiksel olarak
karsilastirildiginda; gruplar arasinda pp genotipi acisindan, normal kemik
yoguluguna sahip olgular ile osteopenik ve osteoporotik olgular arasinda anlamli fark

bulundu (p<0,05).

pp genotip frekansi agisindan gruplar kendi aralarinda ikiserli olarak ikili oran
testi ile degerlendirmeye alindiginda, normal olgular ile osteopenik olgular ve normal
olgular ile osteoporotik olgular arasinda anlaml fark bulundu (Tablo 4.1.2) (p<0,05).
Osteopenik ve osteoporotik olgular arasinda ise pp genotip frekansi acgisindan fark

bulunmadi (p>0,05).

P alel frekansi, normal olgularda %63.33, osteopenik olgularda %50,
osteoporotik olgularda %42 bulundu. p alel frekansi ise normal olgularda %36.66,
osteopenik olgularda %50 ve osteoporotik olgularda %58 olarak bulundu (Tablo
4.1.3, Tablo 4.1.4).
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ERa geni Pvull polimorfizmine ait P ve p alel frekanslar ikili oran testi
kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildiginda P ve p alel frekanslar1 agisindan
normal olgular ile osteoporotik olgular arasinda anlamli fark bulunurken (p<0,05);
normal ve osteopenik olgular ile osteoporotik ve osteopenik olgular arasinda alel
frekanslar1 agisindan fark bulunmadi. Osteopenik ve osteoporotik olgular arasinda ise

alel frekanslar acisindan fark bulunmadi (p>0,05).

4.2. ERa Geni Xbal Polimorfizminin Genotip ve Alel Frekansi

ERa geninin 1. intronunda yer alan Xbal polimorfizmi agisindan insanda XX,
Xx ve xx olmak {iizere ii¢ genotip mevcuttur. Calismamizda ERa geninde yer alan
Xbal polimorfizmi i¢in normal, osteopenik ve osteoporotik postmenopozal kadinlar

degerlendirildi.

ERa geni Xbal polimorfizmine iliskin genotipleme ¢aligmasina ait genotip ve
alel frekanslar1 her ii¢ grup icin de Tablo 4.1.1, Tablo 4.1.3, Tablo 4.1.4 ve Sekil
4.1.1°de verildi.

Normal olgularda XX genotipine sahip birey sayisi 6 (%20), Xx genotipine
sahip birey sayis1 16 (%53.33) ve xx genotipine sahip birey sayis1 8 (%26.66) olarak
bulundu (Tablo 4.1.1)

Osteopenik olgularda XX genotipine sahip birey sayist 10 (%21.73), Xx
genotipine sahip birey sayis1 20 (%43.47) ve xx genotipine sahip birey sayis1 16
(%34.78) olarak bulundu (Tablo 4.1.1)

Osteoporotik olgularda ise XX genotipine sahip birey sayis1 7 (%14), Xx
genotipine sahip birey sayisi 27 (%54) ve xx genotipine sahip birey sayisi 16 (%32)

olarak bulundu (Tablo 4.1.1)

Calismaya dahil edilen tiim olgularda ERa geni Xbal polimorfizminin

genotipik dagilimi ise %18.25 XX, %50 Xx ve %31.74 xx olarak bulundu.
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XX, Xx ve xx genotip frekanslari X2 testi kullanilarak istatistiksel olarak

karsilastirildiginda; gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05).

X alel frekansi, normal olgularda %46.6, osteopenik olgularda %43.4,
osteoporotik olgularda %41 bulundu. p alel frekansi ise normal olgularda %53.3,
osteopenik olgularda %56.5 ve osteoporotik olgularda %59 olarak bulundu (Tablo
4.1.3, Tablo 4.1.4).

ERa geni Xbal polimorfizmine ait X ve x alel frekanslan ikili oran testi
kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildiginda X ve x alelleri agisindan normal,

osteopenik ve osteoporotik olgular arasinda anlamli1 fark bulunmadi (p>0,05).

4.3. COLI1A1 Geni Spl Polimorfizminin Genotip ve Alel Frekansi

COLIAI geninin 1. intronunda yer alan Spl polimorfizmi agisindan insanda
SS, Ss ve ss olmak {iizere ii¢ genotip mevcuttur. Calismamizda COLIAI geninde yer
alan Splpolimorfizmi i¢in normal, osteopenik ve osteoporotik postmenopozal

kadinlar degerlendirildi.

COLIAI geni Splpolimorfizmine iliskin genotipleme caligmasina ait genotip
ve alel frekanslar her ii¢ grup icin de Tablo 4.1.1, Tablo 4.1.3, Tablo 4.1.4 ve Sekil
4.1.1°de verildi.

Normal olgularda SS genotipine sahip birey sayisi 19 (%63.3), Ss genotipine
sahip birey sayis1 9 (%30.0) ve ss genotipine sahip birey sayist 2 (%6.7) olarak
bulundu (Tablo 4.1.1).

Osteopenik olgularda SS genotipine sahip birey sayist 30 (%65.2), Ss

genotipine sahip birey sayis1 13 (%28.3) ve ss genotipine sahip birey sayis1 3 (%6.5)
olarak bulundu (Tablo 4.1.1).
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Osteoporotik olgularda ise SS genotipine sahip birey sayist 30 (%60.0), Ss
genotipine sahip birey sayisi 18 (%36.0) ve ss genotipine sahip birey sayis1 2 (%4.0)
olarak bulundu (Tablo 4.1.1).

Calismaya dahil edilen tim olgularda COLIAI geni Spl polimorfizminin
genotipik dagilimi ise %62.69 SS, %31.75 Ss ve %35.55 ss olarak bulundu.

SS, Ss ve ss genotip frekanslari x2 testi kullanilarak istatistiksel olarak
karsilastirildiginda; gruplar arasinda fark bulunmadi (p>0,05). S alel frekansi, normal
olgularda %78.3, osteopenik olgularda %79.3, osteoporotik olgularda %78.0
bulundu. s alel frekans1 ise normal olgularda %21.6, osteopenik olgularda %20.6 ve

osteoporotik olgularda %22.0 olarak bulundu (Tablo 4.1.3, Tablo 4.1.4).

COLIAI geni Spl polimorfizmine ait S ve s alel frekanslart ikili oran testi
kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildiginda S ve s alelleri agisindan normal,

osteopenik ve osteoporotik olgular arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05).

Tablo 4.1.1: Normal, osteopenik ve osteoporotik olgu gruplarinda genotip

frekanslarinin dagilimi

Genotip Normal Olgu Grubu Osteopenik Olgu Grubu  Osteoporotik Olgu Grubu

(n=30) (%) (n=46) (%) (n=50) (%)
PP 10 (33.3) 13 (28.3) 8 (16.0) 0.169
Pp 18 (60.0) 20 (43.5) 26 (52.0) 0.362
PP 2(6.7) 13 (28.3) 16 (32.0) 0.030
XX 6 (20.0) 10 (21.7) 7 (14.0) 0.594
Xx 16 (53.3) 20 (43.5) 27 (54.0) 0.539
XX 8(26.7) 16 (34.8) 16 (32.0) 0.783
SS 19 (63.3) 30 (65.2) 30 (60.0) 0.867
Ss 9 (30.0) 13 (28.3) 18 (36.0) 0.698
ss 2(6.7) 3(6.5) 2 (4.0) 0.895
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Sekil 4.1.1: Normal, osteopenik ve osteoporotik olgu gruplarinda genotip

frekanslarinin dagilimi

Tablo 4.1.2: Normal, osteopenik ve osteoporotik olgu gruplarinda pp genotip

frekanslarinin dagilimi

Genotip Normal Olgu Grubu (n=30)(%) Osteopenik Olgu Grubu (n=46)(%) P

PP 2(6.7) 13 (28.3) 0.007
Normal Olgu Grubu (n=30)(%) Osteoporotik Olgu Grubu (n=50)(%)
PP 2(6.7) 16 (32.0) 0.002
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Tablo 4.1.3: Normal ve osteopenik olgu gruplarinda alel frekanslarinin dagilimi

Alel Normal Olgu Grubu (n=60) (%) Osteopenik Olgu Grubu (n=92) (%) P

p 63.3 50.0
0.100
p 36.6 50.0
X 46.6 434
0.699
533 56.5
78.3 79.3
0.881
s 21.6 20.6

Tablo 4.1.4: Normal ve osteoporotik olgu gruplarinda alel frekanslarinin dagilimi

Alel Normal Olgu Grubu (n=60) (%) Osteoporotik Olgu Grubu (n=100)(%) P

P 63.3 42.0
0.007
p 36.6 58.0
X 46.6 41.0
0.484
533 59.0
78.3 78.0
0.961
s 21.6 22.0

4.4. ERa Geni Pvull ve Xbal Polimorfizmlerinin Kemik Mineral

Yosunluk Olciimii ve Diger Degiskenler Uzerindeki Etkisi

ERa geni Pvull polimorfizmine iliskin PP, Pp ve pp genotiplerine gore
olgularin yas, boy, VKI, femur boynu KMY ve lomber omurga KMY degerlerinin

dagilimi incelendi.

Elde edilen veriler Tablo 4.4.1’de verildi. Yapilan degerlendirmede yas, boy,
kilo, VKI ve femur boynu KMY degerleri acisindan genotipler arasinda anlamli fark

bulunmadi (p>0.05).
Lomber omurga KMY degeri acgisindan PP ve pp genotipleri arasinda anlaml

fark bulundu (p<0.05). PP genotipine sahip olgularin ortalama lomber omurga KMY

degeri, pp genotipli olgularin ortalama lomber omurga KMY degerinden yiiksekti.
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ERa geni Xbal polimorfizmine iliskin XX, Xx ve xx genotiplerine gore

olgularin yas, boy, VKI, femur boynu KMY ve lomber omurga KMY degerlerinin

dagilimi incelendi.

Elde edilen veriler Tablo 4.4.2’de verildi. Yapilan degerlendirmede yas, boy,

kilo, VKI, femur boynu KMY ve lomber omurga KMY degerleri agisindan

genotipler arasinda fark bulunmadi (p>0.05).

Tablo 4.4.1: ERo geni Pvull polimorfizmi genotiplerine gore olgularin yas, boy,

VKI, femur boynu KMY ve lomber omurga KMY degerlerinin dagilimi

Ozellik PP (n=31) (ort £SD) Pp (n=64) (ort +SD) pp (n=31) (ort £SD) P
Yas 5535+5.92 56.09 £6.21 56.10 + 6.84 0.852
Boy (cm) 155.54 +4.37 154.81 £5.27 154.61 £5.12 0.732
Kilo (kg) 75.52 +11.49 72.63 +13.27 72.71 £ 13.00 0.558
VKi (kg/m?) 31.36 £4.62 30.26 £5.13 30.56 £5.10 0.603

PP (n=31) ort [IQR] Pp (n=64) ort [IQR]  pp (n=31) ort [IQR] P
Femur boynu KMY (g/cm?) 1.000 [1.000-1.000] 1.000 [1.000-1.000] 1.000 [1.000-1.000] 0.224
Lomber omurga KMY 1.050 [0.829-1.133] 0.956 [0.855-1.170] 0.855 [0.780- 0.955] 0.046
(g/em?)

Tablo 4.4.2: ERa geni Xbal polimorfizmi genotiplerine gére olgularin yas, boy, VKI,

femur boynu KMY ve lomber omurga KMY degerlerinin dagilimi

Ozellik XX (n=23) (ort +£SD)  Xx (n=63) (ort +SD)  xx (n=40) (ort +SD) p
Boy (cm) 154.73 +4.32 155.00 +5.25 154.97 £5.07 0.977
Kilo (kg) 74.04 £9.96 72.21 £13.61 74.78 £12.90 0.588
VKi (kg/m?) 30.98 +4.44 30.00 £5.16 31.12+£5.08 0.490
Femur boynu KMY (g/cm?) 0.898 £0.134 0.855+£0.175 0.838 £0.152 0.358
XX (n=23) ort [IQR] Xx (n=63) ort [IQR]  xx (n=40) ort [IQR] p
Yas 55.00 [51.00-61.00] 55.00 [51.00-60.00] 55.00 [51.00-62.50] 0.995
Lomber omurga KMY (g/cmz) 1.006[0.775-1.139] 0.942[0.828-1.119] 0.921[0.798-1.107] 0.843




4.5. COLIAI Geni Sp1 Polimorfizminin Kemik Mineral Yogunluk Olciimii

ve Diger Degiskenler Uzerindeki Etkisi

COLIAI geni Spl polimorfizmine iliskin SS, Ss ve ss genotiplerine gore

olgularin yas, boy, VKI, femur boynu KMY ve lomber omurga KMY degerlerinin

dagilimi incelendi.

Elde edilen veriler Tablo 4.5.1’de verildi. Yapilan degerlendirmede yas, boy,

kilo, VKi, femur boynu KMY ve lomber omurga KMY degerleri agisindan

genotipler arasinda fark bulunmadi (p>0.05).

Tablo 4.5.1: COLIAI geni Spl polimorfizmi genotiplerine gore olgularin yas, boy,

VKI, femur boynu KMY ve lomber omurga KMY degerlerinin dagilim

Ozellik

SS (n=79) (ort £SD) Ss (n=40) (ort +SD) ss (n=7) (ort +SD) P
Kilo (kg) 74.39 £ 12.66 72.03 £13.31 69.29 +10.42 0.437
VKi (kg/mz) 30.77 £4.93 30.30 £5.39 29.53 +4.11 0.765
Femur boynu KMY

5 0.855 £0.146 0.865 £0.194 0.862 £0.167 0.954

(g/em”)

SS (n=79) ort [IQR] Ss (n=40) ort [IQR] ss (n=7) ort [IQR] P
Yas 54.00 [51.00-60.00] 55.50[51.00-61.00] 60.00[55.00-66.00] 0.150
Boy (cm) 155.00[152.00-158.00] 154.00[151.00-159.00] 152.00[151.00-156.00] 0.379
Lomber omurga KMY
(g/em?) 0.930[0.805-1.119] 0.954[0.782-1.133] 0.935[0.775-1.107] 0.974
g/cm
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S. TARTISMA

Osteoporoz, diisiik kemik kiitlesi ve kirilganligin artmasiyla kemik dokusunun
mikromimari yapisinda meydana gelen hasar olugsmasi seklinde tanimlanan yaygin
bir iskelet bozuklugudur (29). Giiniimiizde osteoporoz; genetik yapinin, beslenme
faktorleri, hormonlar ve cevresel etkenler ile etkileserek meydana getirdigi
multifaktoriyel bir hastalik olarak degerlendirilmektedir (28). Osteoporozun en
onemli gostergelerinden biri, KMY’nin azalmasidir. KMY degerinin %60-80’1
genetik faktorler, %20-40°1 ¢cevresel faktorler tarafindan kontrol edilmektedir (59).

Nitekim kompleks bir patofizyolojiye sahip olan osteoporozun molekiiler
mekanizmalarinin ve genetik temelinin aydinlatilmasina yonelik yapilan calismalarda
cesitli aday genlerdeki polimorfizmlerin KMY iizerine olan etkisi arastirilmistir (5,
12). Bu ¢alismada, postmenopozal kadinlarda ER« geni Pvull, Xbal ve COLIAI
geni Spl polimorfizmleri ile olgularin yas, boy, kilo, VKI, femur boynu KMY ve

lomber omurga KMY degerleri arasindaki iliski aragtirilmstir.

Bu calisma; iilkemizde postmenopozal kadinlarda KMY degerleri iizerine
cesitli polimorfizmlerin etkilerinin degerlendirildigi diger calismalardan, ERa geni
Pvull, Xbal ve COLIAI geni Spl polimorfizmlerinin birlikte degerlendirilmesi
yoniiyle farklidir. Yine yapilan literatir taramasinda COLIAI geni Spl
polimorfizminin PCR-RFLP yontemiyle belirlendigi goriilmiistiir. Calismamizda ise

s6z konusu polimorfizm es zamanli PCR yontemi kullanilarak belirlenmistir.

5.1. ERa Geni Pvull ve Xbal Polimorfizmleri ile Osteoporoz Arasindaki

Tliski

Ostrojen reseptorii; ligand bagimli transkripsiyon faktérlerinin siiper ailesinden
olup, bir niikleer hormon reseptoriidiir. ERot ve ERP olmak iizere iki farkli gesidi

tanimlanmistir (29). Bu reseptorlerden ERo’'y1 kodlayan insan ER ¢ geni kromozom

6q25-27’de yer almaktadir (32).
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ERo geninde pek ¢ok polimorfik bolgenin varligi rapor edilmistir. (29). Bu
polimorfizmler arasinda siklikla calisilanlardan ikisi intron I’deki Pvull ve Xbal
polimorfizmleridir. Farkli calismalarda, bu polimorfizmler, aralarinda osteoporozun

da bulundugu pek ¢ok farkl hastalik ile iliskilendirilmistir. (10, 68, 89).

Calismamizda kemik mineral yogunlugu agisindan 30 normal, 46 osteopenik
ve 50 osteoporotik postmenopozal kadin olgu ERa geni Pvull ve Xbal

polimorfizmleri agisindan degerlendirilmistir.

Elde ettigimiz verilere gore tiim olgularda ERa geni Pvull polimorfizminin
genotipik dagilimi PP (%24.60), Pp (%50.79) ve pp (%24.60) olarak bulundu. ER«
geni Xbal polimorfizminin genotipik dagilimi ise XX (%18.25), Xx (%50) ve xx
(%31.74) olarak bulundu.

Genotip dagilimlan agisindan Efstathiadou ve arkadagslarinin Yunanistan’da
yaptig1 calisma bizim aragtirma sonug¢larimiz ile uyumludur. S6z konusu calismada
olgularin genotip frekanslar1 Pvull polimorfizmi icin PP (%27.6), Pp (%44.7), pp
(%27.6); Xbal polimorfizmi i¢cin XX (%16.4), Xx (%54.6), xx (%28.9)’dur (24).

Diger taraftan yapilan baz1 c¢aligmalarda elde edilen sonuglar genotip
frekanslar1 dikkate alindiginda gesitlilik gostermektedir. Ornegin; Bagger ve
arkadaslarimin  Danimarka populasyonunda postmenopozal kadinlar {izerine
yaptiklar1 calisma sonuclarina gére Xbal polimorfizmi i¢in genotip frekanslarn XX
(%11.3), Xx (%44.3), =xx (%44.3) ve Pvull polimorfizmi acisindan
degerlendirildiginde genotip frekanslar1 PP (%22.9), Pp (%46.9), pp (%30.3) olup

sonuclarimizdan farkli bir dagilim gostermektedir (4).

Jakimiuk ve arkadaglarmmin Polonya’da, 64 postmenopozal kadin iizerinde
yaptiklar1 calismada olgularin toplaminda genotip frekanslar1 ERa geni Pvull
polimorfizmi i¢in PP (%17.2), Pp (%50), pp (%32.8); Xbal polimorfizmi i¢in XX
(%6.25), Xx (%34.4), xx (%59.4)’tiir (43).
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Kobayashi ve arkadaslarinin Japonya’da 286 postmenopozal kadin iizerinde
yaptig1 calismada olgularin toplaminda Pvull polimorfizmi i¢in genotip frekanslar
PP (%17.8), Pp (%52.8), pp (%29.4); Xbal polimorfizmi i¢in XX (%3.9), Xx
(%31.1), xx (%65.0)’tir (50).

177 postmenopozal kadin iizerinde Ispanya’da yapilan bir ¢alismada olgularin
toplaminda Xbal polimorfizmi i¢in genotip frekanslart XX (%15.3), Xx (%52.3), xx
(%32.4), Pvull polimorfizmi acisindan genotip frekanslarin1 PP (%27.8), Pp (%48.9),
ve pp (%23.3) olarak belirtilmistir (5).

Olgu gruplarimi1 Pvull genotip frekansi agisindan degerlendirdigimizde normal
olgularda, genotip frekanslart PP (%33.33), Pp (%60), pp (%6.7); osteopenik
olgularda PP (%28.3), Pp (%43.5), pp (%28.3) ve osteoporotik olgularda ise PP
(%16), Pp (%52) ve pp (%32) olarak bulundu. Xbal genotip frekansi acisindan
degerlendirdigimizde normal olgularda, genotip frekanslart XX (%20), Xx (%53.3),
xX (%26.7); osteopenik olgularda XX (%21.7), Xx (%43.5), xx (%34.8) ve
osteoporotik olgularda ise XX (%14), Xx (%54) ve xx (%32) olarak bulundu.

Mitra ve arkadaglarinin Hindistan’da yaptiklar1 bir calismada, Pvull
polimorfizmi agisindan osteoporotik olgular ile normal olgularn karsilastirdiklarinda
PP genotip frekansinin normal olgularda anlamli diizeyde yiiksek, pp genotip
frekansinin ise osteoporotik olgularda anlamli diizeyde yiiksek oldugu bildirilmistir.
Bizim c¢alismamizda Pvull polimorfizmine ait genotip frekanslar ile ilgili elde
ettigimiz sonuglar Mitra ve arkadaslarinin calismasi ile uyumludur. Bu ¢alismada
Xbal polimorfizmi agisindan osteoporotik olgular ile normal olgular
karsilastirdiklarinda, XX genotip frekansinin normal olgularda anlamli diizeyde
yiiksek, xx genotip frekansinin ise osteoporotik olgularda anlaml diizeyde yiiksek
oldugu bildirilmistir (70). Bizim calismamizda yer alan normal ve osteoporotik
olgularda Xbal polimorfizmine ait genotip frekanslarimin dagilimi séz konusu

caligsma ile benzerlik gostermekle birlikte gruplar arasinda fark belirlenmemistir.
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Yine Mitra ve arkadaglariin calismasinda Xbal polimorfizmine ait alel
frekanslarininin gruplar arasindaki dagilimimi degerlendirdiklerinde; normal kemik
mineral yogunluguna sahip olgularda X alel frekansi, osteoporotik olgularda ise x
alel frekansinin anlaml diizeyde yiiksek bulundugu bildirilmistir (70). Calismamizda
ise bu ¢aligmadan farkli olarak gruplar arasinda X ve x alel frekanslarinin dagilimi
arasinda fark bulunmamistir. Mitra ve arkadaglari Pvull polimorfizmine ait alel
frekanslarininin -~ gruplar  arasindaki  dagilimini  degerlendirdiklerinde  fark
bildirmemistir (70). Bizim c¢alismamizda ise normal olgularda P, osteoporotik

olgularda ise p alel frekanslar1 anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur.

Tablo 5.1.1°de farkli populasyonlarda postmenopozal kadin olgulardaki ER ¢

geni Pvull ve Xbal genotip frekanslarinin dagilimi verilmistir.

Calismamizda ERa geni Pvull ve Xbal polimorfizmine iligkin genotiplerine
gore olgularin yas, boy, VKI, femur boynu KMY ve lomber omurga KMY
degerlerinin dagilimi incelendi. Yapilan degerlendirmede Pvull polimorfizmine ait
genotipler arasinda yas, boy, kilo, VKIi ve femur boynu KMY degerleri agisindan
fark yoktu. Diger taraftan PP genotipine sahip olgularin lomber omurga ortalama
KMY degeri pp genotipli olgularin lomber omurga ortalama KMY degerinden
anlamli diizeyde yiiksekti. Xbal polimorfizmi dikkate alindiginda ise s6z konusu

degiskenler acisindan genotipler arasinda fark yoktu.

Mitra ve arkadaslan tarafindan Hindistan’da yapilan bir ¢calismada ERa geni
Pvull polimorfizmi icin lomber omurga KMY ve femur boynu KMY degerleri
karsilastirlldiginda PP ve Pp genotipli olgularin KMY degerlerinin pp genotipli
olgularinkinden anlamh diizeyde yiiksek oldugu bildirilmigtir (70). Nitekim
calismamizda da bu ¢alisma ile uyumlu olarak PP genotipine sahip olgularin lomber
omurga ortalama KMY degeri pp genotipli olgularin lomber omurga ortalama KMY

degerinden anlamli diizeyde yiiksekti

Bizim calismamz ile Mitra ve arkadaglarinin sonuclari ERa geni Pvull ve Xbal

polimorfizmi ile yas ve VKI degerlerinin karsilastirilmasi acisindan paralellik
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gostermektedir. Her iki calismada da genotipler arasinda s6z konusu degiskenler

acisindan fark bulunmamistir (70).

Tablo 5.1.1. Ulkelere gore postmenopozal kadin olgulardaki ERc geni Pvull ve Xbal

genotip frekanslarinin dagilimi

.. Olgu Yas PP Pp PP XX Xx XX
Ulke Kaynak
Sayist  (ort) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Calismanmiz 126 55.6 24.6 50.79 24.6 18.25 50 31.74

Yunanistan 154 542 27.6 447 276 164 546 289  Efstathiadou
ve ark. 2001

Danimarka 499 585 229 469 303 113 443 443 Baggerveak
2000

Polonya 64 55 172 50 328 625 344 594  Jakimiukve
ark. 2007

Japonya 286 595 178 528 294 39 311 650  Kobayashive
ark, 2002

ispanya 176 561 278 489 233 153 523 324 Bandresve
ark. 2005

Calisma sonuclarimiz Efstathiadou ve arkadaglarinin Yunanistan’da 154,
Bandres ve arkadaslariin Ispanya’da 177 postmenopozal kadin iizerinde yaptiklari
aragtirmalarin verileri ile uyumlu degildir. S6z konusu calismalarda Pvull ve Xbal

polimorfizmleri ile KMY degerleri arasinda fark bulunmamistir (5, 24).

Albagha ve arkadaslarinin Ingiltere’de yapti§1 calismanin sonuglar1 bizim
calismamiz ile Xbal polimorfizminin yas, boy, kilo, lomber omurga ve femur boynu
KMY degerleri iizerindeki etkisi acisindan uyum gosterirken; Pvull polimorfizmi
acisindan uyum gostermemektedir. S6z konusu arastirmada Pvull polimorfizmi ile
yas, boy, kilo, VKI, lomber omurga ve femur boynu KMY degerleri arasinda fark
belirtilmemistir (2).

2003 yilinda Zhang ve arkadaglarimin Cin’de 261 postmenapozal olguda
yaptig1 calismada, ERa geninin Pvull ve Xbal polimorfizmleri ile lomber omurga
KMY degerleri arasindaki farkin Onemsiz oldugu belirtilmistir (99). Bizim

calismamizda ise Pvull polimorfizmi PP genotipine sahip olgularin lomber omurga
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ortalama KMY degeri pp genotipli olgularin lomber omurga ortalama KMY

degerinden anlamli diizeyde yiiksekti

Bagger ve arkadaslan tarafindan 2000 yilinda Danimarkali 499 postmenapozal
kadin iizerinde yapilan arastirmada olgularin yas, boy, femur boynu KMY ve lomber
omurga KMY degerlerinin dagilimi incelenmistir. Calismada bizim sonug¢larimizdan
farkli olarak ERo geninin Pvull ve Xbal polimorfizmleri ile olgularm boy
ortalamalar1 arasinda anlamli fark bulundugu bildirilmistir. Aym1 calismada soz
konusu polimorfizmler ile lomber omurga KMY ve femur boynu KMY degerleri

arasinda ise anlamli fark bulunmamustir (4).

Salmen ve arkadaslarinin Finlandiya’da yaptiklar1 bir ¢alismada bizim
calismamizdan farkli olarak ERo geninin Pvull polimorfizmi ile lomber omurga

KMY degeri arasindaki farkin 6nemsiz oldugu belirtilmistir (82).

Bizim c¢alismamiza benzer olarak Han ve arkadaslarimin Kore’deki
calismasinda yas, boy, kilo, lomber omurga ve femur boynu KMY degerleri ile Pvull
ve Xbal polimorfizmlerine ait genotip gruplarn arasinda fark bulunmadigi
belirtilmistir (35). Bizim calismamiz s6z konusu ¢alismadan Pvull polimorfizmi PP
ve pp genotipleri arasinda lomber omurga KMY degerinin anlamli diizeyde farkli

olmasi ile ayrilmaktadir.

Kobayashi ve arkadaslan tarafindan Japonya’da yapilan bir calismada ERa
geni Pvull ve Xbal polimorfizmleri ile olgularin yas, VKIi, ve lomber omurga KMY
degerlerinin dagilimi1 incelenmis ve genotipler arasinda soz konusu degiskenler

acisindan fark olmadigr belirtilmistir (50).
Sonug olarak calismamizda elde edilen veriler Pvull polimorfizmi pp genotipli

olgularin lomber omurga ortalama KMY degerinin diger genotiplerden daha diisiik

oldugunu; Xbal polimorfizminin ise KMY iizerinde etkisi olmadigin1 gostermistir.
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Bu polimorfizmler ile KMY degerleri arasindaki iligki tiizerine yapilan
caligmalar birbirinden farkli sonuglar rapor etmistir. Pvull ve Xbal polimorfizmleri
ile KMY degerleri arasindaki asosiasyon bazi calismalarda gosterilmis olsa da bu
iliskinin molekiiler mekanizmalar1 halen net olarak aciklanamamistir. Osteoporoz
patogenezine bu polimorfizmlerin katkisinin ne ydnde ve hangi molekiiler
mekanizmalar ile oldugunu ortaya c¢ikartmak bundan sonraki caligmalarin amaci
olacaktir. Pvull ve Xbal polimorfizmleri ile birlikte KMY {izerine etki ettigi
diisiiniilen diger aday genlerin de degerlendirildigi genis kapsamli calismalar; genetik
yapinin osteoporoz iizerindeki fonksiyonel molekiiler sonug¢larini tanimlayacak ve bu
polimorfizmlerin birbirleriyle ve osteoporotik fenotipe sebep olan ¢evre ile nasil bir

etkilesim i¢inde olduklarimi ortaya ¢ikaracaktir.

5.2. COLIAI Geni Sp1 Polimorfizmi ile Osteoporoz Arasindaki iliski

Kemik dokunun major proteini olan tip I kollajeni kodlayan COLIAI geni
kromozom 17q21-22’de lokalizedir (81). COLIAI geni, kemik yogunlugunun

genetik olarak diizenlenmesinde 6nemli aday genlerdendir (13).

COLIAI geni osteoporoz icin en 6nemli aday genlerden biri olup, osteoporoz
ile arasindaki iliskinin aydinlatilmasi i¢in bir¢cok calisma yapilmistir (5, 24). Yapilan
bazi ¢alismalarda genin birinci intronundaki Sp1 transkripsiyon faktoriiniin baglanma
bolgesinde, 1240. pozisyonda yer alan G—T degisikliginin (Spl polimorfizmi)
disiik KMY’ye ve osteoporotik kiriklar i¢in artmis riske neden oldugu bildirilmistir
(24, 91). Bununla birlikte bu iligki tiim popiilasyon c¢alismalarinda gdzlenmemistir.
Baz1 etnik gruplarda s6z konusu polimorfizme rastlanmazken (34, 71), diger
calismalarda bu polimorfizm ile KMY degerleri arasinda iligki bulunmamistir (5,

37).

Fonksiyonel calismalar bu polimorfizmin, DNA molekiiliindeki Spl
transkripsiyon faktoriiniin tanima bolgesini degistirdigini ve bu durumun COLIA]
transkripsiyonunun, kollajen protein {iretiminin ve kemigin biyokimyasal

ozelliklerinin bozulmasi ile iligkili oldugunu gostermistir (65). Yapilan bir calismada
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bu polimorfizm sonucunda Spl’in artmis baglanma affinitesi nedeniyle kollajen
al() zincirinin 0o2(I) zincirine gore daha fazla tretilmesi sonucunda kollajenin
yapisindaki al(I)/a2(I) zincir oraninin degismesiyle kemik dokunun dayanikliliginin
bozulabilecegi belirtilmistir. Aynm1 ¢alismada Spl polimorfizminin kemik kalitesi ve
kantitasinde azalma ile iliskili olan mekanizmalan etkileyerek osteoporotik kiriklara

yol acan fonksiyonel bir genetik varyant oldugu gosterilmistir (65).

COLIAI geninin 1. intronunda yer alan Spl polimorfizmi ag¢isindan insanda
SS, Ss ve ss olmak {iizere ii¢ genotip mevcuttur. Calismamizda COLIAI geninde yer
alan Spl polimorfizmi i¢in normal, osteopenik ve osteoporotik postmenopozal

kadinlar degerlendirildi.

Calismamizda tiim olgularda COLIAI geni Spl polimorfizminin genotipik
dagilimi ise SS (%62.69), Ss (%31.75) ve ss (%5.55) olarak bulundu. Ulkemizde
yapilan bir calismada da bizim caligmamizda oldugu gibi COLIAI geni Spl
polimorfizminin genotipik dagilimi SS (%72), Ss (%22) ve ss (%6) olarak bulundugu
bildirilmistir (86).

Keen ve arkadaslarmin Ingiltere’de 185 postmenopozal kadin iizerinde
yaptiklar calismada COLIAI geni Spl polimorfizmi agisindan genotip frekanslarini
SS (%61.1), Ss (%36.2), ve ss (%2.7) olarak belirtmislerdir (46). Cek
Cumbhuriyeti’nde yapilan bir ¢calismada COLIAI geni Spl polimorfizmi acisindan
genotip frekanslarint SS (%65), Ss (%32), ve ss (%3) olarak belirtmislerdir (97).
Calismamizla uyumlu olan bir diger calisma da Ispanya’da yapilmis olup, COLIAI
geni Spl polimorfizmi agisindan genotip frekanslar1 SS (%56.5), Ss (%36.7), ve ss
(%6.8) olarak belirtilmistir (5).

Efstathiadou ve arkadaglarimin Yunanistan’da yaptiklari calismada COLIAI
geni Spl polimorfizmi acisindan genotip frekanslarint SS (%63.6), Ss (%27.9), ve ss
(%8.4) olarak bildirilmistir (24). Bu dagilim calismamizda elde ettigimiz Spl

polimorfizmi dagilimi ile benzerlik gostermektedir.
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Japonya, Kore ve Cin’de yapilan caligmalarda ise COLIAI geni Spl

polimorfizmi gozlenmemistir (34, 61, 71).

Tablo 5.1.2 farkli populasyonlarda postmenopozal kadin olgulardaki COLIA]

geni Spl genotip frekansinin dagilimi verilmistir.

Olgu gruplarint genotip frekanslar1 acisindan degerlendirdigimizde normal
olgularda, SS (%63.3), Ss (%30.0), ss (%6.7); osteopenik olgularda SS (%65.2), Ss
(%28.3), ss (%6.5) ve osteoporotik olgularda SS (%60.0), Ss (%36.0) ve ss (%4.0)
olarak bulundu. Hubacek ve arkadaslarinin Cekoslovakya’da yaptigi c¢alismada
calismamizla uyumlu sekilde Spl polimorfizmi agisindan genotip frekanslar
osteoporotik olgularda SS (%64.0), Ss (%32.0), ve ss (%5); normal olgularda SS
(%64.9), Ss (%33.1), ve ss (%2) olarak rapor edilmistir (46) Her iki calismada da

gruplar arasinda genotip frekanslar agisindan fark bulunmamastir.

Tablo 5.1.2 Ulkelere gore postmenopozal kadin olgulardaki COLIAI geni Spl

genotip frekanslarinin dagilimi

Ulke S(:l lygllsll (‘(5 :ts) (§7§) ((Syj) (,S;) Kaynak
Calismamiz 126 556 62.69 3175 5.55
Tirkiye 50 56.7 72 22 6 Sahin, 1999
Ingiltere 185 54.3 61.1 36.2 2.7 Keen ve ark. 1999
Cek Cumbhuriyeti 108 62.5 65 32 3 Zajickova ve ark. 2002
Ispanya 176 56.1 56.5 36.7 6.8  Bandres ve ark. 2005
Yunanistan 154 54.2 63.6 279 8.4  Efstadhiadou ve ark. 2001
Kore 200 54.7 100 0 0 Han ve ark. 1999
Japonya 404 724 100 0 0 Nakajima ve ark. 1999
Cin 450 64.5 100 0 0 Lau ve ark. 2004

Calismamizda COLIAI geni Spl polimorfizmine iliskin genotiplere gore

olgularin yas, boy, VKI, lomber omurga ve femur boynu KMY degerlerinin dagilimi
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incelendi. Yapilan degerlendirmede Spl polimorfizmine ait genotipler arasinda yas,
boy, kilo, VKI, lomber omurga ve femur boynu KMY degerleri acisindan fark yoktu.

Cek Cumhuriyeti ve Ispanya’da yapilan bazi calismalarda calismamizla
uyumlu olarak; Spl polimorfizmi genotip gruplari arasinda lomber omurga ve femur
boynu KMY degerleri agisindan fark bulunmadigi bildirilmistir (5, 97). Nitekim
Hubacek ve arkadaslari, Hustmayer ve arkadaslar1 ile Liden ve arkadaslar1 da
yaptiklar1 calismalarda postmenopozal kadinlarda ortalama KMY degerleri ile Spl
polimorfizmi arasinda iliski bulmadiklarini rapor etmislerdir (40, 42, 63). Yine
Ulkemizde yapilan bir ¢alismada da bizim sonuglarimizla uyumlu olarak COLIAI
geni Spl polimorfizmi genotipleri arasinda lomber omurga ve femur boynu KMY

degerleri agisindan fark bulunmadigi bildirilmistir (86).

Heegaard ve arkadaslar1 da Danimarka’li 133 postmenopozal kadin iizerinde
yaptiklar calismada bizim calismamiza benzer olarak yas, boy, kilo, lomber omurga
ve femur boynu KMY degerleri agisindan Sp1 polimorfizmi genotipleri arasinda fark
bulunmadigin1 bildirmislerdir (37). Bernad ve arkadaslarinin calismasinda da Spl
polimorfizmi genotipleri arasinda s6z konusu degiskenler acisindan fark

bulunmamastir (8).

Efstathiadou ve arkadaslarinin Yunanistan’da yaptiklan1 caligmada ortalama
KMY degerleri acisindan Spl polimorfizmi degerlendirildiginde ss genotipli
olgularin ortalama KMY degerinin SS ve Ss genotipli olgulara gore daha diisiik
oldugu belirtilmis ve aradaki fark anlamli bulunmustur (24). Avrupada yapilan diger
bazi ¢alismalar da Spl polimorfizmi ile KMY degeri iliskisi a¢isindan Efstathiadou

ve arkadaslarinin buldugu sonuglar ile uyum gostermektedir (31, 91).

Grant ve arkadaglar1 1996’da Spl polimorfizmi ile diisik KMY degerleri
arasinda iliski rapor etmislerdir. Daha sonra Uitterlinden ve arkadaslar ise s aleli
tasiyan kadinlarda diisiik lomber omurga KMY ve femur boynu KMY degerlerini
bulduklarim bildirmislerdir. Bununla birlikte diger ¢alismalar bu iliskiyi bulmamistir.
Bu calisma grubunda da KMY ve COLIAI genotipi arasinda bir iliski saptanmadi.

Ancak Uitterlinden ve arkadaslann KMY ile S ve s alelleri arasindaki iliskinin yasla
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birlikte belirgin hale geldigine dikkat ¢ekmislerdir. Nitekim s6z konusu c¢alismada
KMY’deki anlamlh fark yalmizca 70-80 yas aras1 drneklerde ortaya konmustur (31,
91). Bu kapsamda bizim ¢alismamizda kullandigimiz olgu grubundaki yas araligi bu

iliskiyi ortaya koymada yetersiz kalmis olabilir.

Sonug¢ olarak COLIAI geni Spl polimorfizminin ortalama KMY degerleri
izerinde etkisi oldugunu gosteren ¢alismalar olmasina ragmen bu iliski heniiz tam
olarak aciklanamamistir. Ayrica COLIAI gen regiilasyonu ve protein tiretimi iizerine
Spl polimorfizminin etkileri ve molekiiller mekanizmalar1 da tam olarak
bilinmemektedir (65). Spesifik popiilasyonlarda Spl polimorfizmi ile kemik kitlesi
ve kirik riskini etkileyen diger polimorfizmlerin etkilesebilmesi olasidir. Bu durumu
aydmlatmak i¢in farkli popiilasyonlarda yeni ¢aligmalar yapilmalidir. Bu ¢aligmalar
belli 6zellikteki olgu gruplan iizerinde, genis katilimli olarak yapilmali ve diger
polimorfizmlerin Spl den daha genis etkilere neden olabilecegi olasiligi g6z ardi

edilmemelidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismada multifaktoryel bir hastalik olan osteoporoz iizerine ERa geni
Pvull, Xbal ve COLIAI geni Spl polimorfizmlerinin etkisi; KMY degeri ile soz
konusu polimorfizmlerin iligkisi ve bu polimorfizmlerin olgu gruplar arasindaki

genotip ve alel frekanslarinin dagilimi degerlendirilerek arastirilmistir.

Calismamizin verileri dogrultusunda:

1. ERa geni Pvull polimorfizmi degerlendirildiginde pp genotip frekansiin
normal olgularda, osteopenik ve osteoporotik olgulardan anlamli diizeyde
diisiik,

2. ERa  geni Pvull polimorfizmine ait P ve p alel frekanslar
degerlendirildiginde osteoporotik olgularin p alel frekansi normal
olgulardan anlamh diizeyde yiiksek,

3. Ortalama lomber omurga KMY degeri ile genotipler arasindaki iliskiye
bakildiginda; PP genotipine sahip olgularda KMY degerinin pp genotipli
olgularin KMY degerinden anlaml diizeyde yiiksek oldugu,

4. KMY degerleri iizerine ERa geni Xbal ve COLIAI geni Spl
polimorfizmlerinin etkisi olmadigi ve

5. ERa geni Xbal ve COLIAI geni Spl polimorfizmlerine ait genotip ve alel

frekansi dagilimlar ac¢isindan fark olmadigi belirlendi.

Calisma sonuglarimiz olgu grubumuzdaki postmenopozal kadinlarda ortalama
lomber omurga KMY degeri ile ERa geni Pvull polimorfizminin iligkili oldugunu,
ERa geni Xbal ve COLIAI geni Spl polimorfizmlerinin ise KMY degerleri ile iliskili
olmadigin1 gostemistir. Gelecekte osteoporozun molekiiler temelinin daha net olarak
anlasilmasi i¢in genis populasyon serilerinde bircok aday gen ve polimorfizmlerin
birlikte degerlendirildigi yeni ¢alismalarin yapilmasi gerektigi kanaatindeyiz. Ciinkii
osteoporoz gelisiminde etkili olan genetik ve cevresel risk faktorlerinin daha iyi
taninmasi ile hastaligin erken tamisi, dolayisiyla kronik sakatliklarin 6nlenmesi ve

hastaligin tedavisinde 6nemli gelismelere katkida bulunulmus olacaktir.
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